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L’interleukine 6 (IL-6) est une cytokine qui joue un rôle essentiel dans 
l’inflammation. Son récepteur (IL-6R) est composé de la chaîne non signalétique IL-6Rα et 
de la chaîne transductrice du signal gp130, commune aux cytokines de la famille IL-6. La 
liaison de l’IL-6 à son récepteur permet l’activation de plusieurs voies de signalisation, 
notamment des voies Jak/STAT1 et préférentiellement Jak/STAT3. De façon 
complémentaire, nous avons démontré que l’IL-6 est capable d’activer la voie Jak/STAT5 
dans les lymphocytes T CD4. L’activation de cette voie de signalisation pourrait être 
impliquée dans le rétrocontrôle des effets pro-inflammatoires de l’IL-6 sur les cellules T 
CD4. 
Le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) et la « cardiotrophin-like 
cytokine/cytokine-like factor 1 » (CLC/CLF) sont deux cytokines de la famille de l’IL-6 
qui signalent à travers un récepteur commun, le récepteur au CNTF (CNTFR), composé du 
CNTFR, « leukaemia inhibitory factor receptor  »(LIFR et gp130. Toutes deux 
exercent des actions au niveau du système immunitaire, or la chaîne CNTFRα de leur 
récepteur n’y est pas exprimée. Il a été montré que le CNTFR humain peut également 
activer un récepteur formé des sous-unités IL-6R LIFR et gp130. Nous avons comparé 
les effets du CNTF et du CLC/CLF de souris sur des transfectants exprimant LIFR et 
gp130 et les chaines α connues de la famille IL-6 (IL-6R, IL-11R et CNTFR). Nos 
résultats indiquent que le CNTF de souris, comme le CNTF humain est capable d’activer 
un récepteur formé de l’IL-6R LIFR et gp130. Toutefois cette propriété n’est pas 
partagée par CLC/CLF et le récepteur impliqué dans les effets de cette cytokine sur le 




L’IL-27 appartient à la famille de l’IL-6 composée d’une sous-unité cytokinique, 
p28, associée à un récepteur soluble « l’Epstein-Barr virus-induced gene 3» (EBI3). La 
sous-unité p28 peut s’associer avec le récepteur soluble CLF pour former une cytokine 
capable d’activer les lymphocytes T. Dans le but de caractériser cette cytokine, nous avons 
montré que p28/CLF agit aussi sur les lymphocytes B et permet leur différenciation en 
plasmocytes. Le partage de l’IL-6R par l’IL-6 et p28/CLF semble être à l’origine de la 
similarité des effets de ces deux cytokines. De plus, nous avons observé des effets 
semblables à ceux de l’IL-6 suite à l’association de la sous-unité p28 seule avec la chaîne 
IL-6Rα. En effet, afin de mieux caractériser la cytokine p28/CLF, nous avons étudié les 
effets dus au recrutement de la chaîne IL-6Rα par la sous-unité p28.  
Les cytokines de la famille de l’IL-6 sont composées de quatre hélices α disposées 
de façon anti-parallèle deux à deux. La sous-unité p28 possède, au niveau d’une boucle 
reliant deux hélices α, un motif de plusieurs acides glutamiques consécutifs (motif polyE) 
qui n’est retrouvé dans aucune autre cytokine de cette famille. Nous avons démontré que ce 
motif est impliqué dans la liaison de cette sous-unité avec l’hydroxyapatite et l’os. Cette 
caractéristique de p28 pourrait permettre un ciblage de l’IL-27 (p28/EBI3) et de p28/CLF 
préférentiellement vers la niche endostéale des cellules souches et des cellules 
immunitaires. 
 
Mots-clés : IL-6, famille IL-6/IL-12, STAT5, différenciation plasmocytaire, sous-
unité  p28 de l’IL-27, facteur neurotrophique ciliaire, ciblage osseux, chaîne α du récepteur 








Interleukin 6 (IL-6) is a well known cytokine, characterized for its essential function 
in inflammation. IL-6 receptor (IL-6R) is composed of IL-6Rα, an unsignalling chain, 
associated with the signaling transducing chain gp130. This glycoprotein is shared by all 
IL-6 family cytokines. After binding with its receptor, IL-6 preferentially induces the 
activation of the Jak/STAT3 pathway but can also activate the Jak/STAT1 pathway. 
Unexpectedly we demonstrated that IL-6 can activate the Jak/STAT5 pathway in CD4 T 
cells. This STAT5 could act as negative feedback mechanism in response to the pro-
inflammatory effects induced by an excess of IL-6. 
Ciliary neurotrophic factor (CNTF) and cardiotrophin-like cytokine (CLC/CLF) 
both belong to the IL-6 cytokine family and share the same receptor, the CNTF receptor 
(CNTFR). CNTFR is composed of CNTFRα, leukaemia inhibitory factor receptor  
(LIFRβ) and the glycoprotein gp130. Interestingly, the CNTFRα chain is not expressed by 
immune cells even though CNTF and CLC/CLF are active on these cells. These effects can 
be due to the formation of a complex between cytokine and CNTFRα, which can be 
shedded. This complex can then activate cells expressing only gp130 and LIFRβ. In human, 
it has been demonstrated that the CNTFRα chain can be substitute with IL-6Rα. Here, we 
compare mouse CNTF- and CLC/CLF-induced effects in transfected cells expressing 
LIFRβ, gp130 and different α chains belonging to the IL-6 family (IL-6Rα, IL-11Rα or 
CNTFRα). Our data demonstrate that like human CNTF, mouse CNTF is able to activate a 
receptor comprising of IL-6Rα, gp130 and LIFRβ. However, this property is not shared 
with CLC/CLF. Therefore, second receptor for this cytokine within the immune system still 
remains to be identify. 
Interleukin 27 (IL-27) belongs to the IL-6 cytokine family and is composed of the 




gene 3 (EBI3). We demonstrate that the p28 subunit can bind the soluble receptor CLF to 
form a new dimeric cytokine named p28/CLF. This cytokine is active on T cells and our 
study demonstrates its activity on B cells. Our results show that p28/CLF sustains plasma 
cell differentiation. Those IL-6-like properties can be explained by the use of a common 
receptor, IL-6R. Moreover, our findings demonstrate that p28 has IL-6-like properties when 
associated with IL-6Rα. In order to better characterize p28/CLF, we next studied effects of 
to the recruitment of the IL-6Rα chain by p28 subunit. 
Cytokines belonging to the IL-6 family share a structural particularity by forming a 
four helix bundle cytokines family. The p28 subunit uniquely expresses a motif composed 
of a dozen of glutamic acids (polyE motif). We demonstrate that this motif permits p28 
binding to hydroxyapatite and bone matrix. This observation could allow a preferential 
targeting to bone of IL-27 (p28/EBI3) and p28/CLF, and specifically a targeting of stem or 
immune cells to endosteal niches. 
 
Keywords : Interleukin 6 , IL-6/IL-12 family , STAT5 , plasma cell différentiation , 
p28 subunit of IL-27 , ciliary neurotrophic factor , bone targeting , IL-6 receptor α , pro-





Ac : anticorps; Ag : antigène; AID : activation-induced cytidine deaminase; APC : 
cellule présentatrice d’antigène; ATP : adénosine triphosphate; BCR : récepteur des 
cellules B; BLIMP-1 : B lymphocyte-induced maturation protein 1; BMSC : cellule 
stromale de la moelle osseuse; BSF-2 : B-cell stimulator factor 2; BSP : bone sialoprotein; 
CBD : domaine de liaison à la cytokine ou cytokine-binding domain; CIA : collagen-
induced arthritis; CIS : cytokine inductible SH2 containing protein; CLC : cardiotrophin-
like cytokine; CLF : Cytokine-Like Factor 1; CNTF : facteur neurotrophic ciliaire ou 
ciliary neurotrophic factor; CNTFR : récepteur du CNTF ou CNTF receptor; CRLF : 
Cytokine Receptor-Like Factor; CT-1 : cardiotrophin-1; D : aspartate (Asp); DC : cellules 
dendritiques; E : glutamate (Glu); EAE : encéphalomyélite auto-immune expérimentale; 
EAU : uvéorétinite auto-immune expérimentale; EBI3 : Epstein-Barr virus induced gene 3; 
EBV : Epstein-Barr virus; ERK : extracellular signal regulated kinases; Fc : fragment 
constant; FERM : four-point-one, ezrin, radixin and moesin; FnIII : fibronectine de type 
III; FoxP3 : forkhead box P3; Gab1 : Grb2-associated binder-1; GH : hormone de 
croissance ou growth hormon; GHR : récepteur de la GH ou GH receptor; GM-CSF : 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; Gp : glycoprotéine; GPI : 
glycosylphosphatidylinositol; Grb2 : growth-factor-receptor-bound protein 2; Hsp90 : 
heat shock protein; IBD : maladie inflammatoire chronique intestinale ou Inflammatory 
Bowel Disease; Ig : immunoglobuline; IGF-1 : insulin-like growth factor-1; IL : 
Interleukine; ILR :récepteur d’interleukine ou IL Receptor; INF: Interferon ; IRF-1 : 
interferon regulatory factor; iTreg : induced regulatory T cell; Jak : Janus Kinase; JNK : 
c-Jun N terminal kinase; kDa : kilo Dalton; LIF : facteur inhibiteur leucémique ou 
leukaemia inhibitory factor; LIFR : récepteur du LIF ou LIF Receptor; LPS : 
Lipopolysaccharide; MAPK : mitogen-activated-protein kinase; MHCII : complexe 
majeur d’histocompatibilité de type II; MM : myélome multiple; MMP : metalloprotéase; 




NOD : non obese diabétique; NP : neuropoïètine; OSM : oncostatine M; OSMR: récepteur 
de l’OSM ou OSM Receptor; PAMP : pathogen-associated molecular pattern; Pax5 : 
paxiline 5; PC : plasmocyte; PDK1 : phosphoinositide-dependent kinase-1; PI3K : 
Phosphatidylinositol 3-kinase; PIAS : protein inhibitor of activated STAT; PKA : protein 
kinase A; PKC : protein kinase C; polyI:C : acide polyinosinic:polycytidylic; PTP : 
protein tyrosine phosphatase; Pré-B : Précurseur B; Pro-B : Progéniteur B; RA : arthrite 
rhumatoïde; RANKL : receptor activator of nuclear factor-κB ligand; RORγt : RAR-
related orphan receptor gamma; S : serine (Ser); Scid : deficit immunitaire sévère 
combiné; SDF-1 : stromal derived factor 1; Shc : SH2 and collagen homology domain 
containing protein; SHP2 : SH2-domain-containing tyrosine phosphatase; sIL-6Rα : 
chaîne α soluble du récepteur de l’IL-6; SNC : système nerveux central; STAT : Signal 
Transducer and Activator of Transcription; SOCS : suppressor of cytokine signalling; Sos : 
son of sevenless; T-bet : T-box expressed in T cells; TCCR : T cell cytokine receptor; TCR 
: récepteur des cellules T; Tfh : T auxiliaires folliculaires; TGF- : transforming growth 
factor ; TLR : Toll-like receptor; TNF : Tumor necrosis factor ; Tr1 : T régulateur de 
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1ère Partie : Introduction 
 
L’organisme humain, comme tous les organismes complexes, est constamment 
exposé dans l’environnement à des micro-organismes qui menacent son intégrité. La 
protection du « soi » est assurée par plusieurs systèmes de défenses qui empêchent la 
pénétration et la prolifération de ces agresseurs étrangers que sont les bactéries, les levures, 
les virus ou les parasites. Les systèmes de défenses sont aussi responsables de l’élimination 
des cellules anormales dont la prolifération pourrait être la cause d’un cancer.  
Afin de s’adapter à son environnement, l’organisme utilise un certain nombre de 
messagers. Parmi ces derniers, certains permettent la défense et le maintien de l’intégrité de 
l’organisme, processus aussi nommé immunité. Ces médiateurs sont désignés sous le terme 
général de cytokines. 
Les réponses immunitaires naturelles et spécifiques sont en partie régulées par les 
cytokines. Ces dernières sont des médiateurs protéiques solubles, agissant à de faibles 
concentrations. Ces protéines de faible poids moléculaire, souvent stabilisées par des 
glycosylations et ponts disulfures, sont indispensables aux réponses immunitaires, 
inflammatoires, à l’hématopoïèse, mais également à d’autres systèmes (nerveux, 
endocrinien) ainsi qu’au développement embryonnaire. Les cytokines ont des effets 
pléiotropiques puisqu’elles agissent sur différents types cellulaires. Leurs effets peuvent 
être synergiques, agonistes, additifs ou antagonistes, et sont souvent redondants. Elles 
exercent des actions autocrines, paracrines ou endocrines suite à la signalisation engendrée 
par l’activation de leurs récepteurs spécifiques.  
 
Chaque cytokine peut être produite par différents types cellulaires et peut agir sur 
des types de cellules variés. Ces médiateurs non spécifiques peuvent avoir des fonctions 




cas de perturbations. L'action d'une cytokine est généralement dépendante de l’agression 
subie ainsi que des autres cytokines produites. Leurs effets sont interdépendants, 
pleiotropiques et en cascade. 
Les cytokines sont produites pendant les phases effectrices de l'immunité naturelle 
et spécifique et permettent de réguler les réponses immunitaires et inflammatoires. 
Certaines jouent aussi un rôle très important en tant que facteur de croissance. La sécrétion 
est brève ; elle se produit de novo, généralement à courte distance. 
Contrairement aux hormones dont le taux de sécrétion est continu, les cytokines ne 
sont pas produites par des cellules au repos. Leur synthèse nécessite un signal d'activation. 
 
Les cytokines peuvent être classées en différentes familles selon leur structure. On 
distingue ainsi quatre différents groupes : les cytokines de classe I ou hématopoïètines, 
parmi lesquelles sont retrouvées les cytokines de la famille de l’IL-6, les cytokines de 
classe II aussi nommées famille des interférons, les cytokines de classe III ou facteurs 
nécrosants des tumeurs (TNF) et les chimiokines. On dénombre aujourd’hui plus de 200 
cytokines, capables d’agir par l’intermédiaire d’un ou plusieurs récepteurs. 
Ces récepteurs spécifiques sont des complexes membranaires multiprotéiques, de 
très haute affinité. Ils sont exprimés par différents types cellulaires; ce qui explique l’effet 
pléiotropique des cytokines. De plus, leur expression est régulée par des signaux activateurs 
ou inhibiteurs selon la réponse immunitaire requise. 
La redondance fonctionnelle des cytokines s’explique par le partage de chaîne 
commune entre différents récepteurs, responsables d’activités biologiques voisines et de 
compétition observée entre les cytokines. 
Tout comme les cytokines, les récepteurs des cytokines sont classés en différentes 




(classe I à IV), ainsi qu’une famille de récepteurs aux facteurs de croissance apparentés à la 
superfamille des immunoglobulines, et enfin une famille de récepteurs aux chimiokines. 
 
Nous nous intéresserons, lors de nos travaux à une sous-famille des cytokines de 
classe I, à savoir les cytokines de la famille de l’IL-6 et leurs récepteurs. Nous nous 
sommes aussi, entre autres, intéressés à l’effet d’une cytokine de cette famille récemment 
découverte sur les lymphocytes B. Ceci ayant pour but de s’intéresser à son rôle dans la 
pathologie du myélome multiple. La principale cause de cette leucémie étant due à l’IL-6 et 
son récepteur, nous pensons que d’autres cytokines utilisant ce même récepteur peuvent 
jouer un rôle dans cette pathologie. Cette pathologie est caractérisée par la prolifération de 
plasmocytes tumoraux au sein de la moelle osseuse. Nous nous sommes donc aussi 
intéressés au ciblage de certaines cytokines de la famille de l’IL-6 vers cet organe 
lymphoïde primaire. 
 
Il est à noter que les cytokines et leurs récepteurs jouent un rôle fondamental dans la 
réponse immunitaire et sont aujourd’hui très utilisés en clinique. Afin de manipuler la 
réponse immunitaire à des fins thérapeutiques, les cytokines ou des anticorps dirigés contre 
elles, ainsi que des dérivés des récepteurs des cytokines ou des anticorps bloquant leur 
action sont utilisés. L’utilisation de cytokines comme agonistes ou cibles thérapeutiques est 
très prisée en ce moment par les industries pharmaceutiques. Ces nouveaux agents 
thérapeutiques sont testés pour le traitement de nombreux cancers, des maladies auto-





I. Les cytokines de la famille de l’IL-6 et leurs 
récepteurs 
1. Structure des cytokines et des récepteurs 
1.1. Structure des cytokines 
Les cytokines de la famille de l’interleukine 6 (IL-6) ou cytokines de la famille de la 
glycoprotéine (gp) 130 sont des polypeptides d’environ 20 à 30 kDa qui jouent un rôle 
important dans la régulation de la réponse immunitaire, notamment lors de l’inflammation 
et des maladies auto-immunes. Elles sont caractérisées par l’utilisation de la chaine gp130  
composée à ce jour de 9 membres : l’IL-6, le LIF (facteur inhibiteur de leucémies), l’OSM 
(oncostatin M), l’IL-11, le CNTF (facteur neurotrophic ciliaire), CT-1 (cardiotrophine-1), 
CLC (cardiotrophin-like cytokine), l’IL-35 et l’IL-27. Ces cytokines ne présentent 
qu’environ 15-20% d’homologies mais possèdent une structure tertiaire conservée. Cette 
structure conservée caractérise l’ensemble des cytokines de type I, divisé en deux sous-
groupes selon la longueur de leurs chaînes α. Les cytokines de la famille de l’IL-6 font 
partie du sous-groupe à longues chaînes α. 
La structure de ces cytokines comprend 4 hélices α anti-parallèles deux à deux 
(Bazan 1990). Les deux premières hélices, A et B, qui sont reliées par une longue boucle 
AB, et les hélices B et C qui sont reliées par une courte boucle BC sont ainsi disposées de 
façon anti-parallèles. L’hélice C est liée à l’hélice D par une longue boucle CD, permettant 
aux hélices A et D d’être aussi anti-parallèles (Figure 1). Cette structure tertiaire a été 
confirmée par cristallographie pour l’IL-6, le LIF, le CNTF et l’OSM (Robinson, Grey et 







Figure 1. Représentation schématique de 
la structure des cytokines de la famille de 
l’IL-6 
Les cytokines de la famille de l’IL-6 sont 
constituées de quatre hélices α parallèles 
deux à deux (A, B, C et D). Ces hélices sont 
reliées par des boucles plus (boucle AB et 
CD) ou moins (boucle BC) longues. Chaque 
hélice est représentée ici par une flèche 




On distingue deux sous-groupes dans cette famille de cytokines selon la forme de 
l’hélice A. Pour l’IL-6 et l’IL-11, l’hélice A est droite, et ces cytokines signalent via un 
homodimère de gp130. Pour le LIF, l’OSM, le CNTF et probablement CLC, CT-1 et NP, 
l’hélice A est courbée et ces cytokines utilisent des récepteurs hétérodimèriques 
gp130/LIFRβ (LIF Receptor β) ou gp130/OSMRβ (OSM Receptor β) (Somers, Stahl et al. 
1997; Hinds, Maurer et al. 1998). Il semble que la sous-unité p28 de l’IL-27 appartienne 
aussi à ce sous-groupe de cytokines dans lequel l’hélice A est courbée (Rousseau, Basset et 
al. 2010). Cette divergence structurale peut être à l’origine de la différence de recrutement 













1.2.  Structure des récepteurs 
Les récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6 appartiennent aux récepteurs de 
classe I également nommés récepteurs aux hématopoïètines. En effet, à l’exception du 
CNTFR qui est ancré à la membrane plasmique par une ancre glycosyl-phosphatidyl-
inositol (GPI), ces récepteurs sont des protéines transmembranaires. L’extrémité N-
terminale extracellulaire est composée de différents domaines organisés en domaines de 
type fibronectine de type III (FnIII) (Bravo and Heath 2000). 
Cette famille de récepteur est caractérisée par la présence d’au moins un domaine 
extracellulaire particulier appelé «domaine de liaison à la cytokine ou cytokine-binding 
domain (CBD) permettant la fixation de cytokine spécifique. Ce domaine est composé de 
deux domaines de type FnIII, comme illustré dans la figure 2. Il comporte dans sa partie N-
terminale quatre résidus cystéine en positions conservées pouvant former des ponts 
disulfures, et dans sa partie C-terminale un motif consensus caractéristique constitué de 
tryptophane-sérine-X-tryptophane-sérine, aussi appelé WSXWS, y est retrouvé (Bazan 
1990). On retrouve aussi au niveau extracellulaire de la plupart de ces récepteurs un 
domaine de type immunoglobulin like (Ig like) correspondant à un domaine de type FnIII, 
nommé ainsi en raison de ses homologies avec les régions constantes des 
immunoglobulines. Pour certains récepteurs comme gp130, trois domaines supplémentaires 











Figure 2. Représentation schématique de la structure des chaines réceptrices des 
cytokines de la famille de l’IL-6 (Heinrich, Behrmann et al. 1998) 
Les chaînes α, non signalétiques, possèdent un domaine de type Ig ainsi qu’un domaine 
CBD comprenant des cystéines conservées et un motif WSXWS. La partie 
intracellulaire est soit courte, soit inexistante pour le CNTFRα qui est ancré à la 
membrane par une ancre GPI.  
Les chaînes β possèdent en plus trois domaines de type fibronectine de type III et une 
plus grande partie cytoplasmique comprenant les boîtes 1 et 2 nécessaires à la 
signalisation cellulaire. Leur quantité de domaines CBD est variable d’une chaine à 
l’autre. 
Domaine de type Ig 
Motif WSXWS 
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Domaine fibronectine de type III 
Boîte 1 (fixation des Jak) 
Boîte 2 (fixation des STAT) 
Domaine intracellulaire 
Domaine CBD 
IL-11Rα IL-6Rα CNTFRα OSMRβ LIFRβ 





La région intracellulaire ne présente pas de structure conservée. Sa longueur varie 
selon les chaînes réceptrices : très courte (80 acides aminés environ) ou absente pour les 
chaînes α qui ne sont pas impliquées dans la transduction du signal telles que les chaines 
CNTFRCNTF Receptor, IL6R (IL6 Receptor ) et IL11R (IL11 Receptor ) ; et 
plus longue pour les chaînes β parmi lesquelles on dénombre gp130, l’OSMR et le LIFR. 
Ces dernières comportent des motifs fonctionnels conservés, qui sont reconnus par des 
protéines intracellulaires à activité tyrosine kinase, permettant la transduction du signal. 
Un récepteur complet peut être dimérique (LIFR/gp130, gp130/gp130, 
LIFR/OSMR) ou trimérique (homodimère de gp130 couplé à une chaîne  IL6R ou 
IL11R, ou hétérodimère de LIFR/gp130 couplé au CNTFRFigure 3). Cependant, 
dans certains cas tel que celui de l’IL-6, la cytokine et le récepteur fonctionnent de manière 







Figure 3. Représentation schématique de la composition des différents 
récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6. 
Chaque récepteur est composé d’une chaine gp130 associée à une autre chaine β 
transductrice du signal. L’OSM agit via un hétérodimère gp130/OSMRβ ou via le 
récepteur du LIF (hétérodimère gp130/LIFRβ). Une chaine α (IL-6Rα, IL-11Rα ou 
CNTFRα) est nécessaire pour le recrutement de l’homodimère gp130/gp130 (pour 
l’IL-6 et l’IL-11) ou pour celui de l’hétérodimère gp130/LIFRβ en ce qui concerne le 
CNTF, CLC/CLF ou la NP. Concernant la CT-1 qui ne figure pas sur ce schéma, un 
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Bien que la chaîne gp130 soit exprimée de manière ubiquitaire, le profil 
d’expression des autres chaînes de récepteur est plus restreint et va permettre la spécificité 
d’action des cytokines. Cependant, il existe des formes solubles de certaines chaînes  et . 
Ces formes solubles proviennent soit d’une protéolyse des formes transmembranaires 
(CNTFR, IL6R) soit d’un épissage alternatif de l’ARNm (gp130, IL6R). Elles peuvent 
se lier aux cytokines et induire une réponse sur des cellules n’exprimant que les deux sous 
unités transductrices du signal (Taga, Hibi et al. 1989; Plun-Favreau, Elson et al. 2001). La 
forme soluble de gp130 peut aussi amener à une séquestration des complexes cytokines-
chaînes α solubles inhibant ainsi leur action (Heinrich, Behrmann et al. 1998). 
 
1.3.  Sites d’interactions entre les cytokines et leur récepteur 
Des études de mutagénèse (Yawata, Yasukawa et al. 1993; Kalai, Montero-Julian et 
al. 1996; Grotzinger, Kurapkat et al. 1997) ainsi que la cristallographie du complexe de 
l’hormone de croissance (growth hormone ou GH) avec son récepteur (growth hormone 
receptor ou GHR) ont permis de définir les sites d’interaction d’un ligand avec ses chaînes 
réceptrices (de Vos, Ultsch et al. 1992). Ces études de mutagénèse dirigée ont permis de 
caractériser trois sites d’interactions entre les cytokines de la famille de l’IL-6 et leurs 
chaînes réceptrices (Figure 4). Les sites I et II ont été définis par analogie avec le complexe 
GH/GHR. Ils sont constitués de résidus de la boucle AB, à l’extrémité de l’hélice D et aux 
hélices A et C respectivement. Le site I permet, lorsqu’il existe, la liaison à la chaine α 
(IL6R, IL11R et CNTFR) et interagit avec le CBD de la chaîne  du récepteur. Le site 
II quant à lui interagit dans la plupart des cas avec le CBD de gp130 (Horsten, Muller-
Newen et al. 1997).  
Contrairement à l’hormone de croissance, un troisième site (site III) a été identifié 
sur les cytokines de la famille de l’IL-6, localisé à l’extrémité N-terminale de l’hélice D. Ce 




signal (gp130, LIFR ou OSMR). Le site III semble localisé au niveau N terminal de 
l’hélice D et l’interaction au niveau du récepteur se ferait par le domaine de type Ig 
(Heinrich, Behrmann et al. 1998). 
 
 
 Figure 4 A. Représentation 
schématique de la localisation 
des sites d’interactions d’une 
cytokine de la famille de l’IL-6 






























La chaine gp130 possède donc deux sites de liaison possibles (le CBD et le domaine 
de type Ig). L’IL6 peut ainsi former des complexes tétramériques ou hexamériques 
comportant deux molécules de ligands, deux chaînes  et deux molécules de gp130 
(Heinrich, Behrmann et al. 1998). Des études de cristallographie et de modélisation 
moléculaire ont permis de confirmer le modèle structural hexamérique (Varghese, Moritz et 
al. 2002; Boulanger, Chow et al. 2003) . De même, un complexe hexamérique a été décrit 
pour le CNTF (De Serio, Graziani et al. 1995). Ce complexe serait composé de deux 
molécules de CNTF et de CNTFR liées à une molécule de gp130 et de LIFR (Heinrich, 
Behrmann et al. 1998). 
Le tableau 1 ci-dessous illustre les sites impliqués dans la liaison de chaque chaîne 
réceptrice avec les cytokines de la famille de l’IL-6/IL-12. 
 
Les cytokines lient tout d’abord la chaîne  du récepteur permettant ainsi de générer 
un complexe de haute affinité, capable de se lier à ses chaines β. Dans le cas de l’OSM et 
du LIF qui ne possèdent pas de chaîne , la liaison de haute affinité se fait respectivement 
avec gp130 et LIFR(Gearing, Comeau et al. 1992). Il existe aussi des différences 
d’interaction entre les espèces. Par exemple l’OSM humaine peut se lier au LIFR et à 
l’OSMR humain mais l’OSM de souris ne se lie qu’à l’OSMR de souris. Le LIF de souris 
se lie avec une haute affinité au LIFR de souris mais avec une faible affinité au LIFR 











Cytokine Site I Site II Site III 
Cytokines de la famille IL-6 
IL-6 IL-6Rα gp130 gp130 
IL-11 IL-11Rα gp130 gp130 
OSM   gp130 LIFRβ ou OSMRβ 
LIF  gp130 LIFRβ 
CT-1     ? gp130 LIFRβ 
CNTF CNTFRα gp130 LIFRβ 
CLC CNTFRα gp130 CLF et/ou LIFRβ 
NP CNTFRα gp130 LIFRβ 
Cytokines de la famille IL-6/IL-12 
p28 EBI3 WSX-1 gp130 
p28 IL-6Rα WSX-1 CLF puis gp130 
p35 EBI3 
gp130 ou  
IL-12Rβ2 
gp130 ou  
IL-12Rβ2 
Tableau 1. Récapitulatif des sites impliqués pour la liaison des différentes chaînes 





2. Signalisation des cytokines de la famille de l’IL-6 
2.1. La voie Jak/STAT 
La voie JAK (Janus Kinases)/STAT (Signal Transducer and Activator of 
Transcription) est une des principales voies d’activation des cytokines de la famille de l’IL-
6 (Heinrich, Behrmann et al. 1998). 
 
2.1.1.  Protéines de la famille des Janus kinases 
La première étape nécessaire à l’activation du signal intracellulaire est la formation 
du complexe ligand/récepteur. Comme mentionné précédemment, le ligand associé à une 
chaine α va créer un complexe de haute affinité capable de se lier aux chaines β (Figure 5). 
Ces chaines β qui ne possèdent pas d’activité catalytique intrinsèque, vont alors se 
dimériser. Cette dimérisation va permettre la phosphorylation de tyrosines kinases 
cytoplasmiques, les Jak, associées de manière constitutive aux chaînes réceptrices 
(Ghoreschi, Laurence et al. 2009). Cette famille de protéines est composée de 4 membres : 
Jak1, Jak2, Jak3 et Tyk2 ; exprimés de manière ubiquitaire sauf pour Jak3 dont l’expression 
est restreinte aux cellules myéloïdes et lymphoïdes (Leonard and O'Shea 1998) mais qui 
n’est pas impliqué dans la signalisation des cytokines de la famille de l’IL-6. Ces kinases 
sont liées par leur domaine FERM (four-point-one, ezrin, radixin and moesin) aux chaînes 
β du récepteur de façon constitutive. Sur les chaines β, deux boîtes permettent la liaison des 
kinases Jak : la boîte 1, riche en proline, est un domaine essentiel pour l’association de Jak ; 
et la boîte 2 qui est une région d’acides aminés hydrophobes et d’acides aminés chargés 
positivement permet d’augmenter l’affinité de liaison des Jak à certains récepteurs (Rodig, 
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Figure 5. Représentation schématique des différentes étapes d’activation de la 




Suite à la dimérisation du récepteur, des résidus tyrosines des Jak vont être cross-
phosphorylés (Figure 5). Les protéines Jak sont ainsi activées et vont permettre la 
phosphorylation de résidus tyrosine des chaînes β du récepteur. Ces tyrosines 
phosphorylées deviennent alors des points d’ancrage pour les facteurs de transcription de la 
famille STAT (Ghoreschi, Laurence et al. 2009).  
 
2.1.2.  Protéines de la famille des « signal transducer and 
activator of transcription » (STAT) 
Les STAT sont des protéines intracellulaires de masse moléculaire d’environ 
100kDa. On en dénombre actuellement sept : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 
STAT5b et STAT6 (Adamson, Collins et al. 2009). Si l’expression de STAT4 est restreinte 
aux cellules natural killer (NK), cellules dendritiques et lymphocytes T; les autres membres 
de cette famille sont exprimés de manière ubiquitaire (Zhong, Wen et al. 1994). Les 
cytokines de la famille de l’IL-6 activent spécifiquement STAT1, STAT5 et surtout STAT3 
(Heinrich, Behrmann et al. 2003). En effet, STAT3 a été initialement identifié comme un 
facteur de réponse de la phase aigüe, activé par l’IL-6 (Akira, Nishio et al. 1994). Plus 
récemment, STAT3 a été identifié comme étant constitutivement exprimé dans plusieurs 
tumeurs murines et humaines (Bromberg, Wrzeszczynska et al. 1999; Bowman, Garcia et 
al. 2000). De plus, il semble jouer un rôle fondamental dans la différenciation des 
lymphocytes T vers la voie Th17 (Yang, Panopoulos et al. 2007). Les facteurs STAT1 et 2 
ont, quant à eux, été découverts lors de la caractérisation de la voie de signalisation de 
l’interféron (IFN) (Shuai, Schindler et al. 1992; Improta, Schindler et al. 1994). Concernant 
STAT4, les souris dans lesquelles son gène est inactivé ont révélé son importance dans la 
signalisation induite par l’IL-12 ainsi que par l’IL-35 (Kaplan, Sun et al. 1996; Collison, 
Chaturvedi et al. 2010). Tout comme dans les souris IL-12
-/-
, les lymphocytes T des souris 
STAT4
-/-




1998). Le facteur STAT4, activé par l’IL-12, joue donc un rôle critique dans l’orientation 
de la réponse immunitaire vers la voie Th1 (cf Figure 16 et paragraphe 1 du chapitre 2). 
Finalement, les protéines STAT5 sont activées par les cytokines de la famille de l’IL-3, de 
l’IL-2 et de la prolactine ou de l’hormone de croissance (Arnould, Philippe et al. 1999; 
Schindler and Strehlow 2000). Elles sont primordiales pour inhiber l’apoptose (Bowman, 
Garcia et al. 2000), la prolifération cellulaire en réponse à l’IL-2 (Suzuki, Kundig et al. 
1995), le développement des cellules T régulatrices (Yao, Kanno et al. 2007) ainsi que la 
balance entre ces dernières et les cellules Th17 (Stockinger 2007). 
D’un point de vue structural, les protéines STAT présentent des motifs conservés. 
Dans leur partie N-terminale, elles sont constituées d’un domaine d’oligomérisation suivi 
d’un domaine leucine zipper like aussi appelé coiled-coil domain, d’un domaine de liaison à 
l’ADN et d’un domaine de liaison ou linker. Leur partie C-terminale possède un domaine 
SH2 et un domaine de transactivation (Lim and Cao 2006). Ce dernier contient un résidu 
tyrosine, conservé dans toutes les STAT, qui est phosphorylé après activation des protéines. 
Le domaine SH2 quant à lui permet la fixation des STAT sur les résidus tyrosine 
phosphorylés des récepteurs (Lim and Cao 2006). Lors de l’activation, les STAT ainsi 
fixées au récepteur, sont phosphorylées par les Jak sur leur résidu tyrosine en C-terminal 
(figure 5). Les STAT peuvent également être phosphorylées plus tardivement sur des 
résidus sérine. La phosphorylation des protéines STAT engendre un changement de 
conformation qui permet de libérer les STAT du récepteur (Heinrich, Behrmann et al. 2003; 
Lim and Cao 2006). Ces protéines vont ensuite former des homo ou hétérodimères qui 
migreront dans le noyau où ils vont se lier à des séquences promoteurs de l’ADN pour 
induire soit une activation soit une répression des gènes cibles comme des protéines de la 
phase aigüe de l’inflammation, certains facteurs de transcription (JunB, c-Fos, IRF-1 
(interferon regulatory factor)), Hsp90 (heat shock protein) ou gp130 (O'Brien and 




Si la voie Jak/STAT est la principale voie de signalisation pour les cytokines de la 
famille de l’IL-6, d’autres voies d’activation cellulaires telles que la voie des MAPK et la 
voie de la PI3K ont été décrites. 
 
2.2.  La voie des mitogen activated protein kinase (MAP 
kinases) 
Les tyrosines situées sur les chaines β des récepteurs et phosphorylées par les Jak 
sont aussi des sites d’ancrage pour les protéines de la voie Ras/MAPK. Ainsi les tyrosines 
phosphorylées des chaînes gp130 et LIFRβ permettent le recrutement de la protéine SHP2 
ou de la protéine adaptatrice Shc (SH2 and collagen homology domain containing protein) 
(Figure 6) (Heinrich, Behrmann et al. 1998). Une fois recrutées, ces protéines sont 
phosphorylées par les Jak et recrutent alors le complexe growth factor receptor bound 
protein 2 (Grb2) / son of sevenless (SOS). Ce complexe permet l’activation des protéines 
Ras (caractérisées par le remplacement du GDP en GTP) qui mène à la cascade de 
phosphorylation de la voie des MAPKs en passant par Raf, MEK et ERK1/2 (extracellular 
signal regulated kinases) (Heinrich, Behrmann et al. 2003). Les cytokines de la famille de 
l’IL-6 peuvent aussi activer d’autres MAPK, telles que p38 et JNK (c-Jun N terminal 
kinase). L’activation des MAPK induit leur dimérisation, leur translocation dans le noyau et 
conduit à une multitude de réponses cellulaires par la régulation de la transcription de gènes 
spécifiques (Heinrich, Behrmann et al. 1998; Zauberman, Zipori et al. 1999; Heinrich, 
Behrmann et al. 2003). L’activation de la voie des MAPK joue un rôle fondamental dans la 
survie cellulaire et la prolifération (Gotoh, Tojo et al. 1996; Gotoh, Toyoda et al. 1997) 
ainsi que dans la migration (Pelicci, Giordano et al. 1995; Collins, Ricketts et al. 1999; Gu, 






Figure 6. Représentation schématique de la voie de signalisation des MAP 




2.3.  La voie des phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) 
La protéine SHP-2 est également capable de recruter la voie PI3K/Akt. La 
phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) est constituée de deux sous-unités : la sous-unité 
régulatrice appelée p85 et la sous-unité catalytique appelée p110. Aussi, il a été démontré la 
formation d’un complexe entre SHP-2/Grb2-Sos et Grb2-associated binder-1 (Gab1) 




(Heinrich, Behrmann et al. 2003). Cette dernière est phosphorylée et recrute alors la sous-
unité régulatrice de la PI3K. Cette interaction induit un changement conformationnel à 
l’origine de l’activation de la PI3K. Cette enzyme phosphoryle les lipides membranaires 
qui jouent alors le rôle de seconds messagers. Ils servent de point d’ancrage à deux 
protéines kinases : Akt et phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1). Ces deux protéines 
sont recrutées au niveau de la membrane plasmique et PDK1 phosphoryle Akt induisant 
ainsi son activation. Cette dernière est impliquée dans la survie et/ou la prolifération 
cellulaire (Figure 6). 
 
2.4.  Régulation négative de la voie de signalisation 
Afin de ramener la cellule à son état basal, plusieurs mécanismes permettent 
d’éteindre le signal initié par les cytokines. Plusieurs types de protéines sont capables de 
réguler négativement la signalisation intracellulaire. Parmi elles, des « protéines tyrosine 
phosphatases » (PTP) telles que la protéine SHP-2 permettent la déphosphorylation des 
résidus du domaine intracellulaire des chaînes transductrices du signal, des protéines Jak et 
STAT (Figure 7). L’implication d’autres phosphatases comme PTP1B, CD45 et SHP-1 
dans la signalisation médiée par la voie Jak/STAT a été mise en évidence. 
Les PIAS (protein inhibitor of activated STAT) représentent une famille de protéines qui se 
lie aux protéines STAT activées et inhibe leur action (Shuai 2006). La liaison peut se faire 
dans le cytoplasme comme dans le noyau. Ces protéines interagissent uniquement avec les 
dimères de STAT, et non les monomères formés après leur phosphorylation par les Jak 
(Shuai 2006). Même si leur mécanisme d’action n’est pas encore bien connu, elles 
permettent, par leur expression constitutive, de réguler la concentration intracellulaire de 







Figure 7. Régulation négative de la voie de signalisation Jak/STAT par les 




Un autre mécanisme de rétrocontrôle négatif de la voie Jak/STAT a été mis en 
évidence suite au clonage et à l’identification des protéines SOCS (suppressor of cytokine 
signaling) (Yoshimura, Naka et al. 2007). Huit membres composent cette famille : SOCS1 






à SOCS7 et la protéine CIS (cytokine inductible SH2 containing protein) (Yoshimura, 
Nishinakamura et al. 2005). Contrairement aux protéines PIAS exprimées constitutivement, 
l’expression de protéines SOCS spécifiques à chaque cytokine est induite par celles-ci. 
Certaines protéines SOCS inhibent l’activation des JAK (Yoshimura, Suzuki et al. 2012). 
D’autres se lient aux récepteurs des cytokines et bloquent le recrutement des STAT. Elles 
peuvent aussi se lier à la protéine Ras et augmenter cette voie de signalisation (Figure 7). 
Enfin, les SOCS induiraient la dégradation des protéines induisant une diminution de la 
signalisation (Yoshimura, Suzuki et al. 2012). En plus de ces inhibitions spécifiques, il 
existe d’autres mécanismes de modulations de la réponse comme l’endocytose des 




3. Membres de la famille de l’IL-6 : exemple de l’IL-6 et du CNTF 
3.1.  L’interleukine 6 et son récepteur IL-6R 
3.1.1. Identification de l’IL-6 et activités biologiques 
L’IL-6 a été originellement nommée « B-cell stimulator factor 2 » (BSF-2) en 
raison de sa découverte pour sa capacité à induire la production d’immunoglobulines dans 
les lymphocytes B (Muraguchi, Hirano et al. 1988). Cette cytokine de 26 kDa est produite 
par les lymphocytes B et T, les macrophages, les cellules stromales de la moelle osseuse, 
les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules du mésenchyme, ainsi que par les astrocytes 
et les cellules endothéliales (Naka, Nishimoto et al. 2002). Ses activités sont 
multifonctionnelles puisqu’elle intervient aussi bien au niveau des systèmes immunitaire et 




osseux (Scheller, Chalaris et al. 2011). Cette cytokine pro-inflammatoire permet aux 
lymphocytes d’augmenter la production d’immunoglobulines ainsi que de réguler la 
sécrétion d’IL-2 pour la prolifération des lymphocytes T (Gauldie, Richards et al. 1987). De 
plus, l’IL-6 peut agir dans différents organes. Au niveau du système nerveux, elle peut agir 
en induisant, par exemple, la différenciation de neuroblastomes in vivo (Munoz-Fernandez, 
Cano et al. 1994); au niveau des cellules hépatiques, elle agit comme un puissant activateur 
des protéines de la phase aiguë de l’inflammation (Heinrich, Castell et al. 1990). Au niveau 
osseux, elle est capable d’induire la différenciation de précurseurs hématopoïétiques vers 
un phénotype d’ostéoclastes, afin de favoriser la résorption osseuse (Jilka, Hangoc et al. 
1992). Les expériences d’inactivation ou de surexpression du gène de l’IL-6 ont confirmé 
l’importance des fonctions biologiques de cette cytokine in vivo. Son absence entraîne chez 
les souris une déficience de la réponse immunitaire humorale, une diminution de 
l’activation hépatocytaire inflammatoire à la suite d’une infection ou d’une lésion tissulaire 
(Kopf, Baumann et al. 1994), ainsi qu’une absence de remodelage osseux après 
ovariectomie (Poli, Balena et al. 1994). A l’opposé, les souris surexprimant l’IL-6 
produisent une quantité importante de protéines de la phase aiguë de l’inflammation et 
développent une plasmocytose importante (Suematsu, Matsuda et al. 1989; Campbell, 
Abraham et al. 1993). Son rôle dans plusieurs pathologies auto-immunes, comme la 
sclérose en plaques (Gijbels, Van Damme et al. 1990) ou le myélome multiple (voir la 
suite) est très étudié. 
 
3.1.2. Identification du récepteur de l’IL-6 et sa signalisation 
3.1.2.1. Généralités 
Suite au clonage de l’ADN de l’IL-6, des études ont été menées afin de caractériser 




Howlett et al. 1994). En effet, il comprend deux chaînes polypeptidiques : l’IL-6Rα, une 
chaine de 80 kDa non signalétique dont l’expression est restreinte aux leukocytes et aux 
hépatocytes, et une chaine de 130 kDa transductrice du signal nommée gp130 exprimée de 
façon ubiquitaire (Figure 3).  
Afin d’exercer son action, l’IL-6 se fixe, via son site I, sur son récepteur de basse affinité 
l’IL-6Rα (Kd=10-9M). Ce complexe recrute ensuite gp130 pour former le récepteur de 
haute affinité pour l’IL-6 (Kd=10-11M) capable d’activer principalement la voie de 
signalisation Jak/STAT, et notamment STAT3 (Hirano, Ishihara et al. 2000).  
De plus, il a été montré que le complexe IL-6/IL-6Rα/gp130 est actif sous forme 
héxamérique avec deux molécules d’IL-6, deux chaînes d’IL-6Rα et deux molécules de 
gp130 (Boulanger, Chow et al. 2003). L’IL-6 tout comme l’IL-6Rα sont incapables de fixer 
gp130 individuellement (Yamasaki, Taga et al. 1988; Hibi, Murakami et al. 1990). Les 
souris transgéniques doubles, qui surexpriment l’IL-6 et l’IL-6Rα, présentent une activation 
constitutive de gp130 entraînant alors une hypertrophie cardiaque et une hyperplasie des 
cellules hépatiques (Hirota, Yoshida et al. 1995; Maione, Di Carlo et al. 1998).  
Concernant la glycoprotéine gp130, l’inactivation de son gène chez la souris conduit à la 
mort des embryons entre le 12ème et le 17ème jour de gestation. Ce phénotype létal est 
associé à un défaut majeur dans le développement du myocarde et à des défaillances au 
niveau de l’hématopoïèse (Yoshida, Taga et al. 1996). Afin d’étudier le phénotype adulte 
correspondant à l’inactivation de gp130, un modèle d’inactivation inductible a été élaboré 
chez la souris montrant des déficits neurologiques, cardiaques, hématopoïétiques, 
hépatiques et pulmonaires (Betz, Bloch et al. 1998). La distribution ubiquitaire de gp130 
s’explique donc par l’importance de cette chaîne et le fait qu’elle représente l’élément 






3.1.2.2.  Signalisation « en trans » de l’IL-6 
La diversité des effets biologiques dus à l’IL-6 est surprenante compte tenu du fait 
qu’une des chaînes de son récepteur, IL-6Rα, n’est présente que sur un nombre restreint de 
types cellulaires (comme les hépatocytes, les monocytes, les lymphocytes T et B) alors que 
la glycoprotéine gp130 est exprimée de façon ubiquitaire (Rose-John and Heinrich 1994). 
Cette multitude de cibles s’explique par l’existence d’une forme soluble de l’IL-6Rα (sIL-
6Rα). Celle-ci est créée par épissage alternatif ou par clivage de l’IL-6Rα lié à la membrane 
cellulaire (Jones, Horiuchi et al. 2001). En effet, cette protéine peut être libérée dans le 
milieu extracellulaire sous l’action des métalloprotéases de la matrice (MMP) (Heinrich, 
Graeve et al. 1995). L’IL-6Rα soluble peut ainsi se lier à l’IL-6 et stimuler des cellules qui 
expriment uniquement les chaînes gp130 (Figure 8) (Rose-John and Heinrich 1994). Cette 
signalisation dite « en trans » peut être un facteur pathogénique dans certaines maladies 
(myélome multiple, maladie de Castelman, maladie de Crohn) puisque l’IL-6 et l’IL-6Rα 
soluble augmentent directement ou indirectement leurs propres productions (Kallen 2002; 
Rose-John, Scheller et al. 2006). Les boucles de régulation positives autocrines ainsi créées 





Figure 8. Représentation schématique des deux types de signalisation possibles 





Cette signalisation « en trans » joue un rôle important dans les réponses inflammatoires in 
vivo. En effet les cellules endothéliales et musculaires lisses, qui exercent des rôles clés 
dans les processus inflammatoires, n’expriment pas l’IL-6Rα à la membrane (Heinrich, 




conséquent, elle peut jouer un rôle dans l’inflammation. Ce rôle de l’IL-6 est renforcé par le 
fait que cette cytokine induit, en combinaison avec le TGFβ, la différenciation des cellules 
Th17 chez la souris, cellules impliquées dans les désordres inflammatoires lors de maladies 
auto-immunes (Bettelli, Oukka et al. 2007). Des études récentes suggèrent que ce 
mécanisme de « trans-signalisation » serait majoritairement impliqué dans la signalisation 
de l’IL-6, associée à son activité pro-inflammatoire sous conditions pathologiques (Atreya, 
Mudter et al. 2000; Hurst, Wilkinson et al. 2001; Nowell, Richards et al. 2003; Becker, 
Fantini et al. 2004; Mitsuyama, Matsumoto et al. 2006; Richards, Nowell et al. 2006; 
Chalaris, Garbers et al. 2011; Scheller, Chalaris et al. 2011). 
 
3.1.3. Thérapies ciblant l’IL-6 ou son récepteur 
Malgré la présence de rétrocontrôles négatifs afin d’abolir la signalisation induite 
par l’IL-6, la surproduction constitutive d’IL-6 est impliquée dans plusieurs pathologies 
inflammatoires, telles que l’arthrite rhumatoïde (Hirano, Matsuda et al. 1988), la maladie de 
Castleman (Yoshizaki, Matsuda et al. 1989), le myxome cardiaque (Hirano, Taga et al. 
1985) ou des lymphopathies telles que le myélome multiple qui sera décrit ultérieurement. 
Ces pathologies sont dues non seulement à la surproduction d’IL-6, mais aussi celle d’IL-
6Rα. En effet, cette surproduction de complexe IL-6/IL-6Rα induit une stimulation 
continue des chaînes gp130 générant ainsi des signaux inflammatoires (Schirmacher, Peters 
et al. 1998). 
Le ciblage de l’IL-6 a d’abord fait appel à un anticorps monoclonal murin dirigé contre la 
cytokine circulante (anticorps B-E8), permettant d’améliorer rapidement les manifestations 
cliniques et les paramètres biologiques inflammatoires (Wendling, Racadot et al. 1993). 




prolongée était compromise et il n’a donc pas connu de développement clinique (Ohsugi 
and Kishimoto 2008). 
Une approche différente a donc été envisagée, permettant le ciblage de l’IL-6R. La chaîne 
gp130 étant ubiquitaire, le choix de la cible s’est porté sur l’IL-6Rα. Un anticorps 
reconnaissant la forme membranaire ainsi que la forme soluble de l’IL-6Rα a donc été 
développé (Figure 9). Le tocilizumab (aussi appelé MRA pour Myeloma Receptor 
Antagonist, ou RoACTEMRA®) est un anticorps murin humanisé de classe IgG1 et d’un 
poids moléculaire de 148 kDa. Il a été approuvé au Japon, en Europe et plus récemment aux 
États-Unis dans le traitement de la maladie de Castelman ainsi que dans le traitement de 
l’arthrite rhumatoïde. 
 
De plus, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre l’IL-6, le siltuximab (CNTO 






Figure 9. Représentation schématique du blocage de la signalisation de l’IL-6 
par le Tocilizumab. 
 
 
3.2. Le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) 
3.2.1. La cytokine 
En 1979, Alder et al. identifient le CNTF comme une protéine de 23 kDa, capable 
d’induire la survie des neurones parasympathiques du ganglion ciliaire dans des embryons 






chromosome 11, code pour une protéine de 200 acides aminés. Contrairement au CNTF de 
rat et de cochon qui est équivalent à celui de l’humain, le CNTF de lapin, de poule et de 
souris code pour une protéine plus petite (199, 195 et 198 acides aminés respectivement) 
(Stockli, Lottspeich et al. 1989; Lam, Fuller et al. 1991; McDonald, Ko et al. 1991). Le 
CNTF est très conservé sur le plan de l’évolution avec environ 80% d’identité entre le rat, 
le lapin et l’homme (Lam, Fuller et al. 1991). Cette protéine cytoplasmique ne possède pas 
de peptide signal (Stockli, Lottspeich et al. 1989) et semble libérée dans des situations 
traumatiques après des lésions tissulaires où elle aurait alors un rôle protecteur (Sendtner, 
Stockli et al. 1992). Même si ses effets biologiques ont principalement lieu au niveau du 
système nerveux, le CNTF exerce des actions redondantes avec les autres cytokines de la 
famille sur les cellules hépatiques (Schooltink, Stoyan et al. 1992) et au niveau de 
l’hématopoïèse, mais également sur le maintien de la totipotence de cellules souches 
embryonnaires (Conover, Ip et al. 1993) et sur l’induction de la différenciation des 
neurones adrénergiques vers la voie cholinergique (Saadat, Sendtner et al. 1989). Une 
légère dégénérescence des motoneurones accompagnée d’une réduction mesurée de la force 
musculaire des souris ont été observées suite à l’inactivation du gène du CNTF (Masu, 
Wolf et al. 1993). Chez l’homme, des mutations qui inactivent le gène CNTF identifiées 
chez des sujets japonais, n’entraînent pas de troubles neurologiques particuliers (Takahashi, 
Yokoji et al. 1994). Du fait de ses effets neuroprotecteurs (Sendtner, Stockli et al. 1992; 
Sendtner, Gotz et al. 1997) un variant de CNTF humain, l’Axokine, comportant entre autre 
une troncation d’acides aminés en C-terminale, a été généré et utilisé dans les essais pré-
cliniques et cliniques pour sa meilleure activité et stabilité. Dans les années 1990, des essais 
cliniques utilisant l’Axokine ont été menés chez des patients présentant une sclérose 
latérale amyotrophique (SLA) ou la maladie de Huntington. Les conclusions de ces études 
n’ont pas permis d’obtenir les résultats escomptés concernant le contrôle musculaire 
(Ogata, Ogata et al. 1996; Bloch, Bachoud-Levi et al. 2004; Emerich and Winn 2004). 




de la chaîne CNTFRα sous forme soluble (Ozog, Modha et al. 2008). Enfin, le CNTF est 
actuellement en essais cliniques pour le traitement de rétinites pigmentaires (Talcott, 
Ratnam et al. 2011). En effet, des études ont démontré qu’un implant intra-occulaire de 
cellules épithéliales encapsulées sécrétant du CNTF permet d’atténuer la dégradation des 
photorécepteurs de patients souffrant de retinis pigmentosa (Talcott, Ratnam et al. 2011). 
 
3.2.2. Le récepteur du CNTF 
3.2.2.1. Le CNTFRα 
Le CNTFRα a été cloné en 1991 par l’équipe de G. Yancopoulos (Davis, Aldrich et 
al. 1991). Le CNTFRα est une protéine de masse moléculaire apparente de 72 kDa 
possédant deux régions hydrophobes : l’une caractéristique d’un peptide signal, et la 
seconde d’une ancre GPI (Figure 2). En effet, cette ancre GPI permet de lier à la membrane 
plasmique cette protéine sécrétée. De plus, ce lien GPI est sensible au clivage par la 
phospholipase C. Une forme soluble agoniste du CNTFRα peut ainsi être générée (Ip and 
Yancopoulos 1992; Davis, Aldrich et al. 1993). 
Au niveau de l’évolution, le CNTFR est une molécule très conservée (environ 
94% d’homologie entre les différentes espèces de mammifères, et 70% entre les 
mammifères et la poule (Ip, McClain et al. 1993; Ip, Fu et al. 1995). 
Le CNTFRα était décrit à l’origine comme étant uniquement exprimé au niveau des 
tissus nerveux (Davis, Aldrich et al. 1991). Depuis, son expression a été détectée dans les 







3.2.2.2. Le récepteur du CNTF (CNTFR) 
Le CNTF signale à travers le récepteur au CNTF (CNTFR) qui est composé de la chaîne 
 (CNTFR) et de deux chaînes  (gp130 et LIFR) (Davis, Aldrich et al. 1991; Davis, 
Aldrich et al. 1993) (Figure 3). Le CNTFR existe sous forme soluble et le complexe 
CNTF/sCNTFR peut agir sur des cellules exprimant seulement LIFR et gp130 (Davis, 
Aldrich et al. 1993). Le CNTF se fixe via son site I sur le CNTFRα et recrute dans un 
second temps l’hétérodimère gp130/LIFRβ, via ses sites II et III respectivement, afin 
d’initier la transduction du signal intracellulaire empruntant les voies Jak (Jak1, 2 et Tyk2) / 
STAT (STAT1 et 3), MAP kinases et de la PI3K (Davis, Aldrich et al. 1993; Grotzinger, 
Kernebeck et al. 1999) (Tableau 1). Cependant, une voie de signalisation atypique existe 
aussi : à fortes concentrations, le CNTF de rat peut agir sur des cellules n’exprimant 
seulement gp130 et LIFR en absence de la chaîne CNTFRα (Gearing, Ziegler et al. 1994) 
(Figure 10). De plus, il a été démontré que le CNTF humain peut utiliser un second 
récepteur tripartite comprenant les chaînes IL-6R, LIFR et gp130 (Figure 10)  (Schuster, 
Kovaleva et al. 2003). Cette substitution possible chez l’humain de la chaîne CNTFRα pour 
l’IL-6Rα peut s’expliquer en partie par les similarités de ces deux chaînes (30% 








Figure 10. Représentation schématique des différents récepteurs du CNTF 




L’inactivation du gène codant pour le CNTFR entraîne des déficiences sévères dans 
le développement embryonnaire des motoneurones et des muscles squelettiques à l’origine 
de la mort périnatale des animaux (DeChiara, Vejsada et al. 1995). Ce phénotype, qui 
contraste singulièrement avec celui des souris déficientes en CNTF (Masu, Wolf et al. 
1993), a permis la découverte d’autres ligands analogues au CNTF impliqués dans le 
développement embryonnaire des motoneurones, tels que CLC (Elson, Lelievre et al. 2000; 





II. Les cytokines de la famille IL-6/IL-12 
1. Généralités sur les cytokines de la famille IL-12 
La famille des cytokines de l’IL-12 est proche de celle de l’IL-6 puisque ces 
cytokines appartiennent aussi à la superfamille des cytokines de type I, dans laquelle les 
cytokines possèdent une structure de quatre hélices α. De plus, leur récepteur possède aussi 
un domaine hématopoïètine. Les cytokines de la famille de l’IL-12 sont des cytokines 
atypiques par leur structure. En effet, la caractéristique spécifique de ces cytokines vient de 
leur hétérodiméricité. À ce jour, cette famille est constituée de six membres (IL-12, IL-23, 
IL-27, IL-35, CLC/CLF et p28/CLF) qui sont proches des cytokines de la famille de l’IL-6 
(Trinchieri, Pflanz et al. 2003). L’IL-12, en étant le premier membre caractérisé, représente 
le prototype des cytokines de cette famille. Elle a été identifiée à partir de lignée cellulaire 
B de lymphomes transformée par de virus de l’Epstein-Barr (Epstein-Barr virus ou EBV) 
(Kobayashi, Fitz et al. 1989). Le clonage des gènes codant l’IL-12 a permis de révéler une 
structure particulière (Gubler, Chua et al. 1991; Wolf, Temple et al. 1991). En effet, les 
cytokines de la famille de l’IL-12 sont constituées d’une sous-unité dite cytokinique 
associée à une sous-unité récepteur soluble, aussi nommée chaîne α du récepteur (Trinchieri 
2003). L’IL-12 est ainsi composée de la protéine p35 (sous-unité cytokinique) qui possède 
la structure d’une cytokine de type I, associée à la protéine p40 (sous-unité α) qui possède 
les caractéristiques structurales de la région extracellulaire d’un récepteur de cytokine de 
type I (Figure 11). Ces deux sous-unités sont liées de façon covalente par un pont disulfure 
(Kobayashi, Fitz et al. 1989). Il est démontré que p35 est apparenté à l’IL-6 et que p40 est 
homologue à l’IL-6Rα, mais n’existe que sous forme soluble puisqu’il ne possède pas de 
séquence permettant un ancrage à la membrane plasmique (Trinchieri, Pflanz et al. 2003). 
Même si les gènes de p35 et de p40 se situent sur des chromosomes différents chez 
l’humain, la co-expression des deux sous-unités dans une même cellule est nécessaire à la 




signal, elle n’est pas sécrétée seule, et sa sécrétion efficace requiert son association à la 




Figure 11. Représentation schématique de la composition des différentes 




Les chaînes IL-12Rβ1 et IL-12Rβ2, qui présentent une homologie de séquence avec 
les récepteurs de la famille du gp130, forment le récepteur fonctionnel de l'IL-12 (Figure 
12) (Presky, Yang et al. 1996). La chaîne IL-12R2, en partie exprimée par les cellules de 
type Th1, confère à l’IL-12 sa spécificité de réponse. L’IL-12 joue un rôle immuno-




indispensable à la génération d’une réponse immunitaire de type Th1 et pour la défense de 
l’organisme contre des pathogènes intracellulaires. En effet, l’activation de l’immunité 
innée par la liaison de PAMP (pathogen-associated molecular pattern) au TLR (Toll-like 
receptor) induit la production d’IL-12 par les cellules présentatrices d’antigène (antigen-
presenting cells ou APC) (Holscher 2004). L’IL-12 induit une production d’INF par les 
macrophages et les cellules dendritiques dépendante de l’activation de STAT4 (Figure 16) 
(Holscher 2004). L’IL-12 et l’INF favorisent la différenciation des lymphocytes T en 
cellules Th1 produisant de grandes quantités d’INF. De plus, l’IL-12 augmente l’activité 
cytotoxique des NK et favorise la génération des lymphocytes T cytotoxiques CD8
+
 
(Holscher 2004). L’IL-12 possède aussi un effet anti-tumoral, mais s’est montré peu 
efficace et toxique lors d’essais précliniques (Trinchieri, Pflanz et al. 2003). 
La sous-unité p40 de l’IL-12 peut également s’associer à la sous-unité p19, 
homologue à la p35, pour former l’IL-23 (Figure 11) (Oppmann, Lesley et al. 2000). Son 
récepteur contient une des chaînes du récepteur de l’IL-12, l’IL-12Rβ1, associée à la chaîne 
IL-23R (Figure 12) (Parham, Chirica et al. 2002). De façon similaire, la sous-unité p35 peut 
s’associer à la sous-unité EBI3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) et ainsi former l’IL-35 
(Devergne, Birkenbach et al. 1997). La caractérisation de son récepteur n’a eu lieu que très 
récemment et révèle l’utilisation de la chaîne IL-12Rβ2, associée à la chaîne gp130 
(Collison, Delgoffe et al. 2012). La figure 12 illustre les différentes sous-unités constituant 
ces cytokines ainsi que leur récepteur. Nous détaillerons plus spécifiquement deux d’entre 
elles (l’IL-27 et p28/CLF) dans les parties à suivre. L'expression coordonnée des sous-
unités p35, p19 et p28 avec leur partenaire respectif au sein de la même cellule est 
indispensable pour leur sécrétion et par conséquent pour leur fonction biologique alors que 
les sous-unités p40 et EBI3 peuvent être sécrétées sous forme d’homodimère ou de 
monomère (Devergne, Birkenbach et al. 1997; Hunter 2005). Malgré leur proximité au 
niveau structural, ces cytokines peuvent présenter des disparités sur le plan de leur profil 





Figure 12. Représentation schématique de la composition des différents 




Bien que ces cytokines proviennent essentiellement des APC, des 
monocytes/macrophages et des cellules dendritiques, après activation (D'Andrea, Rengaraju 
et al. 1992; Macatonia, Hosken et al. 1995; Oppmann, Lesley et al. 2000) d’autres types 
cellulaires tels que les polynucléaires neutrophiles et les cellules de la microglie sont 
capables de les secréter (Suzumura, Sawada et al. 1998; Trinchieri 2003; Sonobe, Yawata 




Lors de réponses immunitaires, les lymphocytes T CD4
+
 naïfs peuvent se différencier en 
différents types de lymphocytes selon leur rôle, à savoir : lymphocytes Th1, Th2, Th17, T 
régulateurs (Treg), T auxiliaires folliculaires (Tfh) ou encore Th9 (Figure 13). Cette 
classification des cellules CD4
+
 est basée sur le profil d’expression de cytokines des 
lymphocytes ainsi que sur leurs fonctions auxiliaires (Zygmunt and Veldhoen 2011). Les 
cellules de type Th1 jouent un rôle prépondérant lors de réponses immunitaires contre des 
pathogènes intracellulaires et induisent la production d’IFNγ et d’IL-12. Ces lymphocytes 
de la voie Th1 sont aussi caractérisés par l’expression du facteur de transcription T-bet (T-
box expressed in T cells) (Amsen, Spilianakis et al. 2009). Les lymphocytes CD4
+
 de la 
voie Th2 sont quant à eux impliqués dans la défense contre les pathogènes extracellulaires, 
dans l’immunité à médiation humorale ainsi que dans la réponse allergique (Zygmunt and 
Veldhoen 2011). Ils sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription GATA-3 
qui permet à ces cellules la production spécifique d’IL-4 et d’IL-5 (Amsen, Spilianakis et 
al. 2009). Enfin, le facteur de transcription RORγt (RAR-related orphan receptor gamma) 
dirige les cellules T CD4 vers la voie de différenciation Th17, qui est impliquée lors de 
maladies auto-immunitaires ou inflammatoires, mais qui permet aussi une réponse efficace 
contre certains agents infectieux tels que Candida albicans (Miossec, Korn et al. 2009). Ces 
cellules pro-inflammatoires produisent à ce moment-là de l’IL-17 et de l’IL-21 (Ghoreschi, 
Laurence et al. 2011). Afin que ce système ne soit pas uniquement activé, les cellules T 
CD4
+
 ont aussi la possibilité de se différencier en cellules T régulatrices, dites Treg. Cette 
voie de différenciation, dépendante de l’expression du facteur de transcription FoxP3 
(forkhead box P3), permet la sécrétion de cytokines suppressives telles que l’IL-10, le 
TGFβ ou l’IL-35 et inhibe la prolifération d’autres lymphocytes T (Collison, Delgoffe et al. 
2012). Ces cellules T régulatrices sont nécessaires au maintien de l’homéostasie 
immunitaire ainsi qu’à la prévention de l’auto-immunité. De plus, elles limitent l’immunité 




Les cytokines de la famille de l’IL-12 sont principalement impliquées dans la régulation 
des réponses immunitaires Th1/Th2/Th17/Treg via les voies de signalisation MAP kinases, 
PI3 kinases, mais principalement via la voie Jak/STAT (Oppmann, Lesley et al. 2000; 
Mullen, High et al. 2001; Pflanz, Hibbert et al. 2004). Ainsi, l’IL-23 est une cytokine pro-
inflammatoire impliquée dans la différenciation vers la voie Th17 (O'Shea and Paul 2002). 
L’IL-35 quant à elle, est dite suppressive, puisqu’elle induit la conversion de cellules T 





Figure 13. Représentation des différentes voies de différenciation possibles pour 







2.  Les différentes sous-unités des cytokines de la famille IL-6/IL-12 
Certaines cytokines de la famille de l’IL-12, plus précisément l’IL-27 et p28/CLF, 
appartiennent aussi aux cytokines de la famille de l’IL-6. En effet, ces deux cytokines 
utilisent la chaine gp130 comme une de leur chaîne transductrice du signal; elles 
appartiennent ainsi aux cytokines de la famille de l’IL-6. Toutefois, leur hétérodiméricité et 
leurs homologies de séquences les classent aussi dans la famille de l’IL-12 (Pflanz, Timans 
et al. 2002).  
Tout comme son nom l’indique, la cytokine p28/CLF est constituée de deux sous-unités : la 
sous-unité cytokine p28 qui est homologue à la sous-unité p35 de l’IL-12, et la sous-unité 
récepteur soluble CLF (Figure 11) (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). L’IL-27, quant à elle, 
est composée de la même sous-unité cytokine p28 associée à la sous-unité EBI3 (Epstein-
Barr virus-induced gene 3), homologue à la sous-unité p40 de l’IL-12 (figure 11) (Pflanz, 
Timans et al. 2002). 
 
2.1.  La sous-unité p28 
 L’identification de la sous-unité cytokinique p28 a été permise par bio-informatique, 
par recherche d’homologies structurales avec les membres de la famille de l’IL-6 (Pflanz, 
Timans et al. 2002). Le gène de p28 est situé sur le chromosome 16p11 chez l’humain et 
code pour une protéine de 243 acides aminés (234 chez la souris) (Pflanz, Timans et al. 
2002). Malgré une masse moléculaire de 24 kDa, elle a été nommée p28 en raison de son 
poids moléculaire apparent (Pflanz, Timans et al. 2002). Contrairement au p28 murin où un 
site potentiel de N-glycosylation a été prédit, on ne retrouve chez l’humain que des sites 
potentiels de O-glycosylations mais aucun site de N-glycosylations (Pflanz, Timans et al. 




Cette sous-unité p28 est phylogénétiquement proche des cytokines de la famille de 
l’IL-6 (Figure 14) et est homologue à la sous-unité p35 de l’IL-12 et à l’IL-6 (Pflanz, 




Figure 14. Proximité phylogénétique de la sous-unité p28 avec les 





La sous-unité p28 possède ainsi une structure de quatre hélices α parallèles deux à 















hélices C et D. Cette séquence consiste en 13 acides glutamiques pour l’humain, et est 
conservée chez l’espèce murine (14 acides glutamiques (Pflanz, Timans et al. 2002)). Cette 
séquence d’acides aminés fortement chargés négativement n’est retrouvée dans aucune 












La présence d’un peptide signal permet à la sous-unité p28 d’être sécrétée de façon 
indépendante de la sous-unité EBI3 (Pflanz, Timans et al. 2002; Stumhofer, Tait et al. 
2010). Cette expression est retrouvée au niveau des APC, principalement par les 
macrophages activés ou les cellules dendritiques. 
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Figure 15. Comparaison des séquences d’acides aminés de p28 humain et murin et 
visualisation de la présence d’un motif d’acides glutamiques conservé situé entre 




2.2.  La sous-unité EBI3 
EBI3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) a été initialement découvert comme un 
gène activé au niveau des lymphocytes B infectés par l’EBV. Ce gène, présent sur le 
chromosome 19 chez l’humain, code pour une protéine de 34 kDa, appartenant à la famille 
des récepteurs aux hématopoïétines. EBI3 possède les particularités structurales 
caractéristiques des membres de la famille des récepteurs de cytokines de type I, à savoir la 
présence de deux paires de cystéines conservées dans la portion N-terminale et un motif 
LSDWS, variant du motif consensus WSXWS dans la portion C-terminale. EBI3 est 
homologue à la sous-unité p40 de l’IL-12 ainsi qu’au CNTFRα (27% et 30% d’identité 
respectivement) (Pflanz, Timans et al. 2002). Tout comme p40, EBI3 est une protéine en 
partie sécrétée qui ne possède ni région transmembranaire ni ancre GPI pour lier la 
membrane plasmique mais une région hydrophobe caractéristique d’un peptide signal 
(Devergne, Hummel et al. 1996). Cette protéine fortement glycosylée est retrouvée en 
grande partie au niveau du réticulum endoplasmique. EBI3 peut s’associer avec la sous-
unité p35 de l’IL-12 pour former l’IL-35 (Devergne, Birkenbach et al. 1997) ; ou avec la 
sous-unité p28 pour former l’IL-27 (Pflanz, Timans et al. 2002) (Figure 11).  
Tout comme p28, EBI3 est principalement exprimé par les macrophages et les cellules 
dendritiques activées par le LPS (lipopolysaccharide) (Devergne, Hummel et al. 1996). On 
en retrouve au niveau de la rate, des amygdales et des lymphocytes T et B; mais il est 
exprimé à de très hauts niveaux dans le syncytiotrophoblaste placentaire (Pflanz, Timans et 
al. 2002). 
 
2.3. La sous-unité CLF 
Le CLF (Cytokine-Like Factor), encore appelé CRLF1 (Cytokine Receptor-like 




indépendantes, utilisant différentes approches (Elson, Graber et al. 1998; Alexander, Rakar 
et al. 1999). Le gène de CLF, codant pour une protéine de 422 acides aminés, est localisé 
sur le chromosome 19p12 tout comme EBI3 (Elson, Graber et al. 1998). Cette protéine est 
très conservée entre l’homme et la souris, puisque 85% des acides nucléiques sont 
identiques et 96% des acides aminés sont conservés. Comme tous les récepteurs aux 
cytokines de type I, le CLF possède quatre résidus cystéine conservés et le motif WSXWS 
(Figure 11) (Elson, Graber et al. 1998; Alexander, Rakar et al. 1999). En revanche, il ne 
possède ni domaine transmembranaire, ni ancre GPI. Le CLF est donc un récepteur soluble 
analogue à EBI3, à la sous-unité p40 de l’IL-12 ainsi qu’à l’IL-6Rα (Alexander, Rakar et 
al. 1999). De plus, le CLF peut s’associer à la sous-unité CLC pour ainsi générer la 
cytokine CLC/CLF permettant la sécrétion de CLC (Elson, Lelievre et al. 2000). La liaison 
de CLF sur le site III de CLC conduit à la formation d’un complexe stable malgré l’absence 
de ponts disulfure (Perret, Guillet et al. 2004). 
Différents organes expriment le CLF puisque son ARNm est retrouvé au niveau d’organes 
immunitaires tels que la rate, le thymus, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse ; 
mais aussi au niveau du placenta, des ovaires, du cœur et de l’estomac (Elson, Graber et al. 
1998). Le CLF semble être primordial au niveau des mécanismes d’allaitement puisque les 
souris déficientes pour CLF sont incapables de téter et meurent prématurément (Alexander, 
Rakar et al. 1999). De plus, leur nombre de progéniteurs hématopoïètiques ainsi que la 
quantité de neurones sont grandement diminués (Alexander, Rakar et al. 1999).  
 
3. Les cytokines dimériques composées de p28 
3.1.  L’ interleukine 27 
Comme décrit précédemment, l’IL-27 est composée de l’association de la sous-unité 




en 1996 (Devergne, Hummel et al. 1996), il fallut attendre 2002 pour que Pflanz et al. 
caractérisent l’IL-27 en découvrant p28 (Pflanz, Timans et al. 2002) . 
 
3.1.1. Le récepteur de l’IL-27 (IL-27R) 
Deux années après la découverte de l’IL-27, son récepteur fût complétement 
caractérisé (Pflanz, Hibbert et al. 2004). En effet, lors de la découverte de la cytokine, 
l’implication de la chaine WSX-1 comme faisant partie du récepteur a été démontrée par sa 
liaison à l’IL-27 in vitro (Pflanz, Timans et al. 2002). La chaîne réceptrice WSX-1 aussi 
nommée T cell cytokine receptor (TCCR) ou IL-27Rα est une chaîne transductrice du 
signal exprimée par les lymphocytes T naïfs comme matures, les cellules NK, les APC et 
les cellules endothéliales (Pflanz, Hibbert et al. 2004). Le profil d’expression de WSX-1 
lors d’une réponse immunitaire semble être complexe et régulé différemment selon les 
cellules et le stimulus puisque les résultats de plusieurs équipes se contredisent (Chen, 
Ghilardi et al. 2000; Holscher 2004; Villarino, Larkin et al. 2005). 
Cette protéine transmembranaire appartient à la famille des récepteurs de type I et possède 
un domaine CBD incluant deux cystéines conservées et un motif WGEWS comparable au 
motif consensus WSXWS, ainsi que la boîte 1 intracellulaire permettant la fixation des 
protéines Jak (Figure 12) (Sprecher, Grant et al. 1998). 
Des expériences de transfection dans les lignées cellulaires murines Ba/F3 et NIH3T3 ont 
permis de déterminer que l’association de WSX-1 avec la chaîne gp130 permet la 
formation d’un récepteur fonctionnel pour l’IL-27 (Pflanz, Hibbert et al. 2004). Cependant, 
l’IL-27 est capable de se lier à la chaîne WSX-1 en absence de gp130 sans générer de 
signal intracellulaire ; ainsi la protéine de fusion WSX-1-Fc peut être utilisée afin de 




l’utilisation de gp130 soluble ne permet aucune inhibition du signal de l’IL-27 puisque 
celle-ci est incapable de lier uniquement la chaîne gp130 (Scheller, Schuster et al. 2005).  
 
3.1.2. La signalisation de l’IL-27 
La principale voie de signalisation induite par l’IL-27 est la voie Jak/STAT. Des 
études de co-immunoprécipitations ont permis de démontrer que la chaîne WSX-1 s’associe 
à la protéine Jak1 générant ainsi un site d’ancrage pour la protéine STAT1 (Takeda, 
Hamano et al. 2003). De plus, l’activation de l’IL-27R dans les cellules T CD4 induit la 
phosphorylation de Jak2 et Tyk2 (Kamiya, Owaki et al. 2004), conduisant à la 
phosphorylation des protéines STAT 1, 3, 4 et 5 (Hibbert, Pflanz et al. 2003; Lucas, 
Ghilardi et al. 2003). Le contexte environnemental induit des profils de signalisation 
différents. Ainsi, dans les lymphocytes T CD4 en début d’activation,  l’IL-27 active les 
voies STAT1 et STAT3; alors que dans les mêmes cellules complétement activées la voie 
STAT3 est privilégiée (Yoshimura, Takeda et al. 2006). 
 
3.1.3.  Les fonctions biologiques de l’IL-27 
3.1.3.1. Effets de l’IL-27 sur les lymphocytes T CD4+ 
3.1.3.1.1. Rôle pro-inflammatoire de l’IL-27 
L’initiation de la réponse de type Th1 fut le premier rôle attribué à l’IL-27 (Hibbert, 
Pflanz et al. 2003; Lucas, Ghilardi et al. 2003; Takeda, Hamano et al. 2003). L’IL-27, 
produite par les cellules présentatrices d’antigènes, induit l’expansion clonale de cellules T 
naïves exclusivement, puisqu’elle ne permet pas la prolifération ni l’établissement de 




STAT1 par l’IL-27 permet la transcription du facteur de transcription T-bet qui conduit à 
l’expression de la chaîne réceptrice β2 de l’IL-12 dans les cellules CD4 naïves Th1 
(Takeda, Hamano et al. 2003; Holscher 2004). Ces cellules, devenues répondantes à l’IL-





Figure 16. Représentation schématique de l’induction de la voie de 





L’utilisation de cellules de souris déficientes pour STAT1 a permis de démontrer 
que l’effet de l’IL-27 sur l’induction de l’expression de T-bet et de l’IL-12Rβ2, ainsi que 
son effet synergique avec l’IL-12 sur la production d’IFN-γ par ces cellules, est dépendant 
de l’activation de STAT1 (Kamiya, Owaki et al. 2004). Ces observations in vitro étaient en 
accord avec deux études, publiées antérieurement à la mise en évidence de l’IL-27, 
décrivant le phénotype des souris WSX-1
-/-
 dans des modèles d’infection par des bactéries 
ou des parasites intracellulaires et mettant en avant un défaut d’initiation de réponse Th1 
chez ces souris. En effet, les souris WSX-1
-/-
 présentent une susceptibilité accrue aux 
infections par des pathogènes intra cellulaires tels que Listeria monocytogenes (Chen, 
Burns et al. 2000) ou Leishmania major (Yoshida, Hamano et al. 2001). Parallèlement, les 
lymphocytes T CD4
+
 isolés de ces souris présentent un défaut de production d’IFN-γ. En 
induisant l’expression de T-bet et de la deuxième chaîne du récepteur de l’IL-12, et en 
augmentant la prolifération des lymphocytes T CD4
+
 naïfs, l’IL-27 constitue un inducteur 
précoce de la polarisation et de la différenciation lymphocytaire T dans la voie Th1, en 
permettant l’expansion des cellules T activées et leur conférant la capacité de répondre à 
l’IL-12; l’IL-23 agissant plus tardivement dans le maintien de la réponse T mémoire 
(Figure 16) (Trinchieri 2003). Comme les souris WSX-1
-/-
 (Yoshida, Hamano et al. 2001), 
les souris EBI3
-/-
 présentent une sensibilité accrue à l’infection par Leishmania major avec 
une charge parasitaire augmentée au début de l’infection (Zahn, Wirtz et al. 2005). De plus, 
un rôle direct de p28 dans la réponse Th1 a été mis en évidence puisque la neutralisation de 
la fonction de p28 in vivo inhibe la réponse Th1 dans le modèle d’encéphalite auto-immune 
expérimentale murine (Goldberg, Zohar et al. 2004) et dans un modèle d’arthrite 
expérimentale chez le Rat (Goldberg, Wildbaum et al. 2004).  
De plus, l’IL-27 a la capacité d’abolir l’expression de GATA-3, facteur de 
transcription orientant la réponse immunitaire vers la voie Th2 (Lucas, Ghilardi et al. 
2003). En effet, les souris WSX-1
-/-




modèle d’infection par Trichuris muris (Artis, Villarino et al. 2004) et dans un modèle 
d’asthme allergique (Miyazaki, Inoue et al. 2005). 
 
3.1.3.1.2. Rôle anti-inflammatoire de l’IL-27 
L’IL-27 est également un puissant suppresseur d’activités autoimmunes dans des 
modèles de pathologies associées à l’IL-17, produite par les cellules Th17 (Cua, Sherlock et 
al. 2003; Komiyama, Nakae et al. 2006). En effet, l’IL-27 est un puissant inhibiteur de la 
production d’IL-17 in vitro (Batten, Li et al. 2006; Stumhofer, Laurence et al. 2006). Les 
lymphocytes Th17 sont des cellules T CD4
+
 productrices d’IL-17A mais aussi d’IL-17F, 
d’IL-21, d’IL-22 (Ouyang, Kolls et al. 2008). La polarisation des lymphocytes T naïfs 
(Th0) en Th17 est influencée par l’IL-6 et le TGFβ (Stockinger and Veldhoen 2007; 
Weaver, Hatton et al. 2007; Jager and Kuchroo 2010) (Figure 13). L’activation simultanée 
des récepteurs de ces deux cytokines dans un lymphocyte T naïf permet la transactivation 
du facteur de transcription RORγt, spécifique à la voie de différenciation Th17 (Chen, Lin 
et al. 2011). Ainsi, en plus de sécréter de l’IL-17, les lymphocytes expriment le récepteur 
de l’IL-23 (Chen, Lin et al. 2011). En effet, bien que les cellules Th17 se développent en 
absence d’IL-23, cette dernière est indispensable pour la différenciation complète des 
lymphocytes Th17 ainsi que pour leur maintien (Langrish, Chen et al. 2005; McGeachy and 
Cua 2007). L’IL-21, quant à elle, exerce une fonction critique dans leur développement en 
effectuant une boucle améliorant sa propre sécrétion ainsi que celle d’IL-17 (Nurieva, Yang 
et al. 2007). 
Par leur production de cytokines pro-inflammatoires, les cellules Th17 sont impliquées 
dans plusieurs pathologies inflammatoires, telles que l’arthrite rhumatoïde (RA) ou l’IBD 
(maladie inflammatoire chronique intestinale, inflammatory bowel disease) (Murdaca, 
Colombo et al. 2011). Plusieurs équipes ont démontré que l’exacerbation des symptômes 









 est associée à une augmentation de la différenciation Th17 dans le 
système nerveux central (SNC) (Stumhofer, Laurence et al. 2006; Fitzgerald, Ciric et al. 
2007; Diveu, McGeachy et al. 2009). Ainsi, la propriété inhibitrice de l’IL-27 dans la 
différenciation Th17 a été démontrée et confirmée dans d'autres modèles de maladies 
médiées par les Th17 tels que la CIA (athrite induite au collagène, collagen-induced 
arthritis) et l'EAU (uvéorétinite autoimmune expérimentale, experimental autoimmune 
uveoretinitis) (Amadi-Obi, Yu et al. 2007; Niedbala, Cai et al. 2008). Le rôle direct de l'IL-
27 dans l'inhibition de l'expression de RORγt a été démontré par la suite (Yang, Yang et al. 
2008; Diveu, McGeachy et al. 2009). 
Un rôle supplémentaire pour l’IL-27 a de plus été démontré; cette cytokine permet la 
sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes T CD4+. En effet, les réponses inflammatoires 
exacerbées sont régulées par une population de cellules T inhibant les cellules T effectrices. 
Ces cellules régulatrices sont des cellules dites Treg (T régulateurs exprimant FoxP3, 
comme mentionné précédemment) ou des cellules régulatrices de type I (Tr1) produisant de 
l’IL-10 (Roncarolo, Gregori et al. 2006). Bien que les cellules Treg inhibent les cellules T 
effectrices, elles perdent leurs fonctions suppressives dans des conditions inflammatoires 
(Pasare and Medzhitov 2003). C’est pourquoi les cellules Tr1 sont cruciales dans le 
contrôle de l’inflammation en sécrétant des cytokines suppressives telles que l’IL-10 et en 
supprimant les cellules effectrices grâce à la sécrétion de perforine et granzyme B 
(Magnani, Alberigo et al. 2011). L’analyse des composés sécrétés par les cellules T CD4+ 
suite à la stimulation par l’IL-27 a permis l’identification de l’IL-27 comme un facteur de 
différenciation pour la voie Tr1 (Awasthi, Carrier et al. 2007; Fitzgerald, Zhang et al. 2007; 






Figure 17. Représentation schématique des propriétés pro-inflammatoires et 




3.1.3.2.  Effets de l’IL-27 sur les autres lymphocytes 
Comme la chaîne WSX-1 est fortement exprimée dans les cellules T CD4
+
 (Pflanz, 
Hibbert et al. 2004), le phénotype des souris WSX-1
-/-
 a été très étudié dans ces cellules. 






3.1.3.2.1. Les cellules NK 
Dans les cellules NK murines ou des lignées NK humaines, l’IL-12 induit 
l’expression de T-bet (Afkarian, Sedy et al. 2002; Ylikoski, Lund et al. 2005). Seule, l’IL-
27 n’a pas d’effet sur les cellules NK murines ou humaines en terme de prolifération ou de 
production d’IFN-γ, et n’a pas d’effet sur l’activité cytotoxique des cellules NK murines 
(Pflanz, Timans et al. 2002; Lucas, Ghilardi et al. 2003). Toutefois, en présence d’IL-2 et 
d’IL-12, l’IL-27 augmente la production d’IFN-γ dans les cellules NK humaines (Pflanz, 
Timans et al. 2002). 
 
3.1.3.2.2. Les cellules T CD8 
L’IL-27 augmente l’activité cytotoxique des cellules T CD8+ contre les tumeurs. En 
effet, la production d’IFNγ par ces cellules s’est vu augmentée dans des souris inoculées 
avec des tumeurs produisant de l’IL-27 (Chiyo, Shimozato et al. 2005; Jankowski, 
Kopinski et al. 2010; Canale, Cocco et al. 2011; Cocco, Pistoia et al. 2011). De plus, il a été 
observé in vitro que l’expression de STAT1 et de T-bet induite par l’IL-27 permet la 
sécrétion de granzyme B et de perforine par les cellules CD8 (Morishima, Owaki et al. 
2005). Ces molécules participent aux activités cytolytiques des cellules CD8 induites par 
l’IL-27. 
 
3.1.3.2.3. Les lymphocytes B 
L’IL-27 a aussi un impact sur la différenciation des lymphocytes B qui expriment  
la chaîne WSX-1, en plus de gp130, ainsi que sur leur production d’immunoglobulines (Ig). 
Chez l’Homme, l’expression du récepteur de l’IL-27 est variable suivant l’état de 




expression est prépondérante dans les lymphocytes B naïfs (Pflanz, Hibbert et al. 2004). De 
plus, les effets exercés par l’IL-27 sur les lymphocytes B diffèrent eux aussi selon le stade 
de différenciation ; l’IL-27 n’influence pas les lymphocytes B mémoires, mais permet la 
différenciation des cellules B naïves activées (Larousserie, Charlot et al. 2006). La 
stimulation de cellules B murines par l’IL-27 engendre l’activation de STAT1 et 
l’expression de T-bet, suivi de la commutation de classe isotypique permettant aux cellules 
B de produire de l’IgG2a, Ig dépendante de la voie Th1 (Yoshimoto, Okada et al. 2004). En 
revanche, chez l’Homme l’IL-27 induit la production d’IgG1 par les lymphocytes B naïfs 
(Boumendjel, Tawk et al. 2006). Ceci va de pair avec la faible quantité d’IgG2a observée 
dans le sérum de souris WSX-1
-/-
 (Chen, Ghilardi et al. 2000). Hormis cette diminution 
d’IgG2a, le développement des cellules B n’est pas affecté dans ces souris, ni dans les 
souris EBI3
-/-
 (Chen, Ghilardi et al. 2000; Yoshida, Hamano et al. 2001; Nieuwenhuis, 
Neurath et al. 2002; Miyazaki, Inoue et al. 2005). 
Les souris transgéniques surexprimant l’IL-27 montrent des dysfonctionnements au 
niveau de la moelle osseuse avec une splénomégalie ainsi qu’une hématopoïèse extra-
médullaire dans la rate (Seita, Asakawa et al. 2008). De plus, le développement des 
lymphocytes B y est affecté puisque ces souris ont un nombre de cellules B diminué quel 
que soit leur stade de différenciation. Les souris surexprimant seulement la sous-unité p28 
de l’IL-27 ont un phénotype différent, où la réponse des cellules B thymus-dépendante 
(détaillée dans le paragraphe 1.2 du chapitre 3) est inexistante. Ce phénotype est associé à 
l’incapacité de former les centres germinatifs dans ces souris, ainsi qu’à l’absence de 
commutation de classe isotypique (Stumhofer, Tait et al. 2010). Comme la plupart des 
cytokines utilisant la chaîne gp130 sont impliquées dans la formation des centres 
germinatifs et la production d’anticorps de haute affinité (Takatsuki, Okano et al. 1988; 
Kumanogoh, Marukawa et al. 1997; Senaldi, Stolina et al. 2002; Nurieva and Dong 2008), 





3.1.3.3.  Propriétés anti-tumorales de l’IL-27 
L’IL-27 représente un intérêt considérable comme agent anti-cancéreux du fait de 
ses similarités avec l’IL-12 (Batten and Ghilardi 2007). Son potentiel anti-cancérigène a été 
mis en évidence suite à l’analyse de souris dans lesquelles des lignées cellulaires tumorales 
transfectées avec des vecteurs exprimant de fortes quantités de cytokines ont été 
implantées. La surexpression de l’IL-27 protège les souris de la croissance tumorale dans 
des modèles utilisant des cellules de carcinomes de colon (Hisada, Kamiya et al. 2004; 
Chiyo, Shimozato et al. 2005), de neuroblastomes (Salcedo, Stauffer et al. 2004) ou de 
mélanomes (Shimizu, Sugiyama et al. 2005; Oniki, Nagai et al. 2006). Le rôle bénéfique de 
l’IL-27 dans la réjection tumorale est dû aux cellules T CD8+ et à l’augmentation de leur 
activité cytolytique (Matsui, Moriya et al. 2004; Morishima, Owaki et al. 2005).  
De plus, dans la plupart des cas, les souris hôtes sont également protégées contre les 
cellules cancéreuses parentales non transfectées injectées simultanément au niveau d’un 
autre site ou injectées après la régression complète des tumeurs initiales surexprimant l’IL-
27 (Salcedo, Stauffer et al. 2004). Les splénocytes de ces souris produisent des quantités 
élevées d’IFNγ lorsqu’ils sont stimulés à nouveau avec la lignée cellulaire parentale 
(Salcedo, Stauffer et al. 2004). Aussi, leur activité cytolytique contre les cellules parentales 
est augmentée. Ces résultats suggèrent donc le développement d’une mémoire 
immunologique, contre les cellules tumorales, lors de l’expression de l’IL-27 (Salcedo, 
Stauffer et al. 2004). Cependant, il semble que l’IL-27 exerce également des activités anti-
tumorales indépendantes des cellules immunitaires. En effet, une étude réalisée dans des 
souris NOD-scid (souris non obèses diabétiques, atteintes d’un déficit immunitaire sévère 
combiné), souris n’ayant pas de lymphocytes et présentant des défauts dans le 
développement des cellules myéloïdes et la fonction des cellules présentatrices de 
l’antigène, suggère que l’IL-27 aurait des propriétés anti-angiogéniques supprimant ainsi la 
néo-vascularisation des tumeurs (Shimizu, Shimamura et al. 2006). L’ensemble de ces 




Cependant, même si toutes les études réalisées in vivo chez la souris sont prometteuses, 
aucune administration systémique d’IL-27 chez un patient n’a été réalisée. Comme 
beaucoup de molécules, il est probable que l’IL-27 induise des effets secondaires. Ceux 
engendrés par l’IL-12 sont sévères et générent une importante toxicité (Portielje, Gratama 
et al. 2003). Cependant, l’IL-27 devrait être mieux tolérée que l’IL-12. En effet, une étude 
comparative de ces deux cytokines chez des souris, par administration systémique, a 
démontré que l’IL-27 induit une splénomégalie et une toxicité hépatique moins importantes 
que l’IL-12 (Oniki, Nagai et al. 2006). 
 
3.2. p28/CLF 
La sous-unité p28 de l’IL-27 présente de fortes homologies avec CLC (Figure 14) 
(Pflanz, Timans et al. 2002). Contrairement à CLC qui requiert CLF pour permettre sa 
sécrétion (Elson, Lelievre et al. 2000), il semble que p28 puisse être sécrété de façon 
indépendante (Pflanz, Timans et al. 2002; Stumhofer, Tait et al. 2010). Ceci suggère que 
l’association de p28 avec un autre récepteur soluble peut être possible (Figure 18). Suite à 
ces observations, la cytokine p28/CLF a été caractérisée dans notre laboratoire en 2009 
(Annexe 1 et (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009)). En effet, la sous-unité p28 peut s’associer 







Figure 18. Représentation schématique de l’interversion des sous-unités 






 Le récepteur de p28/CLF 3.2.1.
La caractérisation du récepteur de p28/CLF a été menée dans une lignée de cellules 
pro-B murines qui expriment de manière endogène WSX-1. La conclusion de cette étude 
suggérait un récepteur trimérique pour p28/CLF, constitué de l’association du récepteur de 
l’IL-27 (gp130/WSX-1) avec la chaîne α du récepteur de l’IL-6. Un modèle de liaison de la 
cytokine à son récepteur, basé sur les complexes IL-27-IL-27R et CLC/CLF-CNTFR, a été 
proposé (Perret, Guillet et al. 2004; Pflanz, Hibbert et al. 2004; Skiniotis, Lupardus et al. 
2008). Dans ce modèle, l’association de la sous-unité p28 à CLF se fait par le site III de 
p28. Le complexe p28/CLF engage ensuite l’IL-6Rα grâce au site I de p28 et WSX-1 par 
son site II. La liaison à la chaîne gp130 se ferait via le site III de p28 en échangeant la 










Il est à noter que l’implication des chaînes IL-6Rα et gp130 a été démontrée par 
l’utilisation d’anticorps bloquants ou de protéines solubles. En revanche, l’engagement de 
WSX-1 dans le récepteur de p28/CLF n’a pu être démontré en raison de son expression 
endogène dans les systèmes cellulaires d’étude (Ba/F3 et HEK-293), ainsi qu’en raison de 
l’inefficacité des anticorps et des protéines solubles spécifiques à WSX-1 (Crabe, Guay-






 La signalisation de p28/CLF 3.2.2.
La liaison de p28/CLF à son récepteur permet l’activation de la voie Jak/STAT, et 
plus précisément l’activation des STAT 1 et 3. L’activation de ces voies de signalisation a 
été mise en évidence dans les cellules Ba/F3 transfectées avec les ADNc codant pour gp130 
et la chaîne IL-6Rα ; mais également dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+. 
Puisque la sous-unité p28 est biologiquement active seule (Stumhofer, Laurence et 
al. 2006), les auteurs se sont intéressés à la comparaison du complexe p28/CLF avec la 
sous-unité p28 uniquement. De manière intéressante, il a été démontré que p28/CLF, 
contrairement à p28, est capable d’engendrer une légère activation de STAT3 dans des 
cellules exprimant le récepteur de l’IL-27 (gp130/WSX-1) (Crabe, Guay-Giroux et al. 
2009). En revanche, lorsque les cellules expriment le récepteur trimérique (IL-
6Rα/gp130/WSX-1), p28 est capable, tout comme p28/CLF, d’activer STAT1 et 3 et de 
permettre la prolifération de ces cellules. Les fonctions liées à l’activation de STAT3 par 
p28/CLF via l’IL-27R (gp130/WSX-1) demeurent encore inconnues (Crabe, Guay-Giroux 
et al. 2009). 
 
 Les fonctions biologiques de p28/CLF 3.2.3.
L’étude in vitro sur les cellules CD4+ murines démontre le potentiel de l’IL-27 sur 
leur croissance cellulaire (Pflanz, Timans et al. 2002). Comme p28/CLF utilise un récepteur 
composé des chaînes des récepteurs de l’IL-6 et de l’IL-27, les auteurs ont analysé l’effet 
de cette cytokine dans la différenciation des cellules T CD4
+
. Ainsi, p28/CLF oriente la 
différenciation des cellules CD4
+
 vers la voie Th17, tout comme l’IL-6. De plus, de 
manière semblable à l’IL-6 et à l’IL-27, p28/CLF permet l’induction de la production d’IL-
10 par les cellules CD4 activées (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). Finalement, l’activité de 




n’expriment pas EBI3 (Pflanz, Hibbert et al. 2004). La cytokine p28/CLF permet, 
lorsqu’elle est co-incubée avec de l’IL-12 ou de l’IL-2, la production d’IFNγ  par les 
cellules NK (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). De plus, sans moduler leur activité 
cytotoxique, elle induit l’expression de marqueurs d’activations tels que CD54 et CD69 
(Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). Cette première caractérisation de p28/CLF, focalisée sur 
les cellules T et NK, indique que cette nouvelle cytokine de la famille IL-6/IL-12 présente 




III. Les lymphocytes B et les plasmocytes 
 
Par l’intermédiaire d’anticorps spécifiques, les lymphocytes B sont le support 
de l’immunité humorale adaptative. Ces immunoglobulines (Ig) sont soit présentes à 
la surface membranaire des cellules B et fixent l’antigène ; soit sécrétées par les 
plasmocytes (Calame 2001). Ces Ig confèrent aux cellules B leur spécificité 
antigénique.  
Les lymphocytes B proviennent de cellules souches hématopoïétiques et 
subissent un développement en trois étapes successives afin de devenir des cellules B 
mémoires ou des cellules sécrétrices d’anticorps (O'Connor, Gleeson et al. 2003). 
 
1. Développement des lymphocytes B 
1.1. Maturation des lymphocytes B 
Cette étape de développement, indépendante de l’antigène, a lieu dans la 
moelle osseuse et consiste en une séquence ordonnée de réarrangements des gènes 
des Ig (Welner, Pelayo et al. 2008). Les cellules souches lymphoïdes, dérivant des 
cellules souches hématopoïétiques, se différencient en cellules progénitrices B 
(cellule pro-B) sous l’action de cytokines et de facteurs de transcriptions (Akashi, 
Reya et al. 2000). 
Le microenvironnement fourni par les cellules stromales de la moelle osseuse, (en 
particulier l’IL-7, c-Kit et la molécule d’adhésion VLA-4), permet aux cellules pro-B 
de proliférer et de se différencier en précurseurs des cellules B (pré-B) (Welner, 
Pelayo et al. 2008). Lors de ce processus de maturation les cellules B réarrangent les 
gènes des Ig (Welner, Pelayo et al. 2008). Une cellule sera classée comme pré-B une 
fois que le réarrangement de la chaîne lourde des Ig sera terminé (figure 20) (Kondo, 




nécessite un réarrangement de gène de chaîne légère fonctionnel (Akashi, Traver et 
al. 1999). En raison de l’exclusion allélique, un seul isotype de chaîne légère est 
exprimée sur la membrane d’une cellule B (Kondo, Scherer et al. 2001). Les cellules 
B immatures expriment une IgM à leur surface. Le développement ultérieur des 
cellules B immatures conduit à la co-expression de l’IgD et de l’IgM, qui caractérise 












1.2. Activation des lymphocytes B 
Les cellules B matures quittent la moelle osseuse et migrent vers les organes 
lymphoïdes secondaires, principalement la rate et les ganglions lymphatiques, par les 
voies sanguines et lymphatiques (Figure 20) (Monson 2008). Les lymphocytes B 
naïfs, n’ayant jamais interagit avec un antigène, sont en phase Go du cycle cellulaire. 
L’engagement des anticorps membranaires par un antigène entraîne l’activation des 
lymphocytes B naïfs. Celle-ci a lieu de façon indépendante ou dépendante des 
cellules Th (Cohn 1971). L’activation des cellules B par la voie indépendante des 
cellules Th nécessite entre autres des cytokines produites par l’environnement 
(Kishimoto, Miyake et al. 1975; Stein 1992), contrairement à la voie d’activation 
dépendante des cellules Th. Lors de cette dernière, la liaison de l’antigène (Ag) avec 
l’Ig membranaire active le récepteur des cellules B (BCR). La signalisation 
engendrée régule positivement l’expression des protéines du complexe majeur 
d’histocompatibilité de type II (MHC II) et des molécules de costimulation 
(Rodriguez-Pinto 2005). Ces protéines permettent à la cellule B de se comporter 
comme une cellule présentatrice d’Ag. Ainsi, elle a la capacité d’internaliser l’Ag et 
de l’apprêter en peptides (Rodriguez-Pinto 2005). Ces peptides antigéniques associés 
au MHC II à la surface de la cellule B sont présentés à la cellule Th. Il s’en suit 
l’activation de la cellule Th permettant des interactions entre ces cellules B et Th 
(comme CD40/CD40L, B7/CD28) (Rodriguez-Pinto 2005). Les cellules B sont ainsi 
activées et vont proliférer (Vos, Lees et al. 2000). 
 
1.3. Différenciation des lymphocytes B 
La dernière étape du développement des cellules B est la différenciation en cellules B 
mémoire ou en cellules sécrétrices d’anticorps, appelées aussi plasmocytes (Figure 





2. Les plasmocytes « normaux » 
Les plasmocytes (PC) correspondent au stade terminal de différenciation des 
lymphocytes B (Johnson, Shapiro-Shelef et al. 2005). Ces cellules, à cytoplasme 
abondant, sont les seules cellules spécialisées dans la production et la sécrétion 
d’anticorps de l’organisme (Shapiro-Shelef and Calame 2005). Selon la voie 
d’activation de la cellule B, deux types de PC peuvent être générés (Figure 20) (Slifka 
and Ahmed 1998). Les cellules B activées de façon indépendantes des cellules Th se 
différencieront principalement en PC à durée de vie courte dans la région extra-
folliculaire des organes lymphoïdes périphériques. Ils y sécréteront des Ac tout au 
long de leur vie (environ 1 semaine) (Slifka and Ahmed 1998). 
Au contraire, les cellules B activées par contact avec les cellules Th génèrent des 
réponses prolongées en se différenciant en PC à durée de vie longue, capables de 
produire des Ig durant de très longues périodes (supérieures à 1 an) (Slifka and 
Ahmed 1998). Les centres germinatifs, caractéristiques de cette différenciation, sont 
créés au sein des follicules des organes lymphoïdes secondaires par l’expansion 
clonale des cellules B activées (Klein and Dalla-Favera 2008). À l’intérieur de ces 
structures, les cellules B subissent deux processus susceptibles de modifier les Ig 
produites (Muramatsu, Kinoshita et al. 2000) : la commutation de classe isotypique 
qui permet aux cellules de sécréter des types d’Ig autres que l’IgM ; ainsi que 
l’hypermutation somatique qui crée aléatoirement des Ac d’affinité variable pour 
l’Ag (Maul and Gearhart 2010). Les cellules B dont le récepteur possède la plus forte 
affinité pour l’Ag seront sélectionnées (Muramatsu, Kinoshita et al. 2000). De plus, la 
différenciation des cellules B matures en plasmocytes nécessite une modification de 
l’épissage de l’ARN, afin que la forme sécrétée des Ig et non pas membranaire soit 




plasmocyte, la régulation de certains facteurs de transcription lui permet de conserver 
cette propriété de sécrétion d’Ig (Fairfax, Kallies et al. 2008) (Figure 20). En effet, les 
profils d’expression des cellules B matures et des plasmocytes sont mutuellement 
exclusifs puisque l’extinction du profil d’expression génique des lymphocytes B est 
un prérequis pour la différenciation plasmocytaire (Shapiro-Shelef and Calame 2005). 
Ainsi, l’expression de Pax5, qui permet principalement le maintien de l’identité des 
lymphocytes en activant les gènes nécessaires au réarrangement des Ig et en induisant 
l’expression de l’enzyme permettant l’hypermutation somatique, AID (activation-
induced cytidine deaminase), est réprimée lorsque le lymphocyte B s’est différencié 
en plasmocytes (Nutt, Eberhard et al. 2001). La répression de Pax5 permet 
l’expression du facteur de transcription XBP-1 (X-box-binding protein-1) qui est 
essentiel à la différenciation plasmocytaire (Reimold, Iwakoshi et al. 2001). 
L’expression des facteurs de transcription IRF4 (interferon regulatory factor 4) et 
BLIMP-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1) est aussi essentielle à la 
différenciation plasmocytaire (Muramatsu, Kinoshita et al. 2000). 
Les plasmocytes à longue durée de vie sont caractérisés par la régulation négative 
de plusieurs marqueurs de surface, tels que CD45, B220, MHCII et le BCR (Shapiro-
Shelef and Calame 2005). De plus, ils expriment des marqueurs tels que l’intégrine 
VLA-4, la molécule d’adhésion syndecan-1 (ou CD138) et la chemokine CXCR4 
(Radbruch, Muehlinghaus et al. 2006). Ces protéines permettent aux plasmocytes de 











Un gradient de chimiokines joue un rôle essentiel dans la migration des 
plasmocytes vers la moelle osseuse (Nie, Waite et al. 2004). L’environnement 
stromal de la moelle osseuse qui exprime la chimiokine CXCL12 (aussi appelées 
SDF-1), ligand de CXCR4, permet aux cellules plasmatiques différenciées d’aller 
résider au sein de la moelle osseuse (Shapiro-Shelef and Calame 2005). De plus, la 
migration des plasmocytes est aussi favorisée par la régulation négative de 
chimiokines maintenant les cellules B au sein des follicules (CXCR5, CCR7) (Figure 





3. Plasmocytes tumoraux, exemple du Myélome Multiple 
3.1.  Modèles murins 
Les tumeurs plasmocytaires de souris peuvent apparaître spontanément, mais 
sont généralement induites par différents agents comme les huiles minérales, le 
silicone, des rétrovirus exprimant des oncogènes ou la surexpression d’IL-6 dans des 
modèles de souris transgéniques (Potter and Boyce 1962; Suematsu, Matsuda et al. 
1989; Gosset, Lassalle et al. 1991). Il y a 30 ans que Potter et Boyce ont montré que 
l’injection intra-péritonéale d’huile de paraffine pouvait induire le développement de 
plasmocytomes dans les souris BALB/cAnPt (Potter and Boyce 1962). Un effet 
analogue est observé lors du remplacement de l’huile de paraffine par le silicone ou 
des alcanes comme le pristane (Anderson and Potter 1969; Potter, Morrison et al. 
1994). Chacun de ces agents induit une réponse inflammatoire localisée qui conduit à 
la formation d’un tissu granulomateux dans lequel se développera la tumeur 
plasmocytaire. L’analyse de liquide ascitique a permis la mise en évidence d’un 
facteur de croissance indispensable à la croissance du plasmocyte tumoral, à savoir 
l’IL-6 (Nordan and Potter 1986; Van Snick, Cayphas et al. 1986; Van Snick, Vink et 
al. 1988). Le rôle majeur de l’IL-6 dans la formation de plasmocytomes murins a été 
confirmé par l’utilisation de souris IL-6−/− dans lesquelles leur induction n’est plus 





3.2.  Myélome Multiple 
3.2.1. Physiopathologies du Myélome Multiple 
Le myélome multiple (MM) est une lymphopathie maligne de lignée B 
appartenant au groupe des lymphomes non Hodgkiniens (Lorsbach, Hsi et al. 2011). 
Cette pathologie représente 1% de tous les types de cancers confondus, mais 
représente également la seconde hémopathie maligne la plus fréquente après les 
lymphomes (Lorsbach, Hsi et al. 2011). En dépit du développement de nouveaux 
médicaments, comme des inhibiteurs du protéasome (Bortézomib) et des dérivés du 
thalidomide, le MM reste une pathologie incurable (Hideshima, Mitsiades et al. 
2007). 
Le MM se caractérise par la prolifération clonale de plasmocytes malins (cellules 
myélomateuses) envahissant la moelle osseuse. Ses manifestations cliniques incluent 
principalement des lésions osseuses, une hématopoïèse anormale et une 
hypercalcémie (Hideshima, Mitsiades et al. 2007). La cause et l’étape de 
différenciation des cellules B touchées restent encore aujourd’hui inconnues ; mais il 
est à noter que différentes aberrations cytogénétiques entraînent des progressions plus 
ou moins rapides de la maladie (Dewald, Kyle et al. 1985; Sawyer, Waldron et al. 
1995; Smadja, Bastard et al. 2001; Chng, Kumar et al. 2007). 
 
3.2.2. Environnement médullaire du Myélome Multiple 
Les cellules stromales de la moelle osseuse (BMSC, bone marrow stromal 
cells) jouent un rôle important dans cette pathologie, en procurant aux cellules 
myélomateuses un microenvironnement favorable à leur survie, leur prolifération 
ainsi qu’à l’induction de la résorption osseuse par les ostéoclastes (Podar, Chauhan et 




(stromal derived factor 1, aussi appelé CXCL12) et IGF-1 (insulin-like growth factor-
1) qui permettent la localisation des cellules tumorales dans la moelle osseuse, mais 
aussi des facteurs paracrines tels que l’IL-6, le TNFα qui vont favoriser la croissance 
tumorale, l’angiogenèse et l’ostéoclastogenèse (Barille, Collette et al. 1995; Podar, 
Richardson et al. 2007). De plus les interactions entre la matrice et les cellules 
myélomateuses confèrent à ces dernières une protection contre l’apoptose induite par 
les traitements conventionnels (Damiano, Cress et al. 1999). Afin de permettre ces 
divers effets, plusieurs voies de signalisation sont activées suite aux interactions des 
cellules myélomateuses avec les BMSC : la voie des MAPK permet la prolifération 
des cellules myélomateuses, la voie Jak2/STAT3 inhibe leur apoptose et la voie de la 
PI3K active le cycle cellulaire tout en favorisant l’effet anti-apoptotique. 
 
3.2.2.1. Rôle de l’IL-6 dans le myélome multiple 
L’interaction entre les cellules myélomateuses et l’environnement médullaire 
favorise la production de cytokines par les cellules tumorales elles-mêmes et par les 
cellules de l’environnement. Ces facteurs, présents à de fortes concentrations dans la 
moelle osseuse, vont permettre la progression du clone tumoral (Mahindra, 
Hideshima et al. 2010). Plus d’une quinzaine de facteurs de croissance myélomateux 
ont été identifiés, parmi lesquels l’IL-6 joue un rôle majeur (Mahindra, Hideshima et 
al. 2010). 
L’IL-6 qui est sécrétée par les cellules stromales se complexe à l’IL-6Rα présent dans 
le milieu extracellulaire (Diamant, Hansen et al. 1996; Naugler and Karin 2008). Ce 
complexe IL-6/IL-6Rα agit sur les cellules myélomateuses par l’intermédiaire des 
chaînes gp130 qu’elles expriment. Ainsi, la voie de signalisation Jak/STAT induit 
l’expression de l’IL-6R membranaire, et la voie PI3K induit l’expression de 




extracellulaire. Ceci permet une auto-amplification du processus proliférateur en 
créant une boucle d’auto-entretien IL-6/sIL-6Rα (Figure 22) (Kawano, Hirano et al. 
1988), (Campard, Vasse et al. 2006). Son importance dans cette pathologie a conduit 
à corréler la quantité d’IL-6Rα soluble retrouvée chez le patient avec son pronostic 
vital (Stasi, Brunetti et al. 1998). Effectivement, il a été démontré in vitro que la 
déplétion d’IL-6Rα soluble inhibe la prolifération des cellules myélomateuses 
(Bataille, Barlogie et al. 1995). De plus, l’administration d’un anticorps anti-IL-6 a 
des effets anti-tumoraux chez des patients atteints de MM mais ne permet pas de 
bloquer à long terme l’IL-6 produite en grande quantité (Klein, Wijdenes et al. 1991; 
Bataille, Barlogie et al. 1995; Lu, Brailly et al. 1995). 
 
 
Figure 22. Représentation schématique du dialogue entre les plasmocytes 






Aussi, l’IL-6 produite localement par les BMSC inhibe l’apoptose des cellules 
myélomateuses, les rendant résistantes à la chimiothérapie (Tu, Renner et al. 1998) . 
D’autres cytokines utilisant la chaîne gp130 telles que le CNTF, l’oncostatine 
M ou le LIF peuvent stimuler la croissance des cellules myélomateuses in vitro, mais 
ces facteurs sont très faiblement produits dans l’environnement médullaire (Zhang, 
Gu et al. 1994).  
 
3.2.2.2. Niches ostéoblastiques et lésions osseuses 
Dans les années 70, la relation entre les systèmes immunologiques et osseux a 
été démontrée. Des facteurs solubles sécrétés par les cellules immunitaires activées, 
comme l’IL-1 et l’IL-6, ont été décrits comme facteurs activateurs des ostéoclastes 
(Horton, Raisz et al. 1972). En effet, le système squelettique est en perpétuel 
renouvellement (environ 10% du tissu est remplacé chaque année chez un adulte) 
(Nakashima and Takayanagi 2009). Ce remaniement osseux est possible grâce à un 
équilibre dynamique entre la formation osseuse due aux ostéoblastes et à sa 
résorption par les ostéoclastes, cellules multinucléées dérivant de progéniteurs 
hématopoïètiques de la lignée monocytes-macrophages (Katagiri and Takahashi 
2002). Le système squelettique permet la locomotion, la rétention de calcium mais 
aussi le maintien des cellules souches hématopoïétiques et des plasmocytes à longue 
durée de vie (Moser, Tokoyoda et al. 2006). L’os est composé d’une matrice 
extracellulaire médullaire et d’un stroma  (Nakashima and Takayanagi 2009; Manier, 
Sacco et al. 2012). La matrice extracellulaire est principalement caractérisée par un 
tissu calcifié composé de collagène de type I, organisé en dépôts de phosphate de 
calcium (hydroxyapatite) (Sarig 2004). Les cellules stromales, quant à elles, sont les 
cellules du tissu de soutien conjonctif médullaire qui structurent les niches 




Kerr et al. 1992; Suarez-Alvarez, Lopez-Vazquez et al. 2012). La moelle osseuse, qui 
occupe la cavité médullaire de l’os, permet l’hématopoïèse grâce au 
microenvironnement produit par les cellules stromales. Comme de multiples types 
cellulaires y sont produits à partir de précurseurs communs, une organisation spatiale 
des cellules hématopoïétiques y est requise. Les différents types de cellules stromales 
retrouvés au sein de la moelle osseuse (fibroblastes, ostéoblastes, ostéoclastes et 
cellules vasculaires endothéliales) permettent l’organisation de niches 
hématopoïétiques, créant ainsi les microenvironnements nécessaires à la survie des 
cellules souches hématopoïétiques et sécrétant les facteurs nécessaires à leur 
prolifération et différenciation (Wilson and Trumpp 2006; Manier, Sacco et al. 2012). 
Certaines de ces niches sont situées au niveau de l’endostéum, interface hautement 
vascularisé entre l’os et la moelle osseuse (Nakashima and Takayanagi 2009). Cette 
surface est recouverte par une couche protectrice d’ostéoblastes quiescents (bone-
lining cells), qui semble responsable de la sécrétion de facteurs régulant la 
localisation des cellules souches hématopoïétiques tels que CXCL-12 (Wilson and 
Trumpp 2006; Isern and Mendez-Ferrer 2011; Sugiyama and Nagasawa 2012).   
Les lésions osseuses représentent une des principales manifestations cliniques du 
MM, néoplasie se développant dans la moelle osseuse (Psaila and Lyden 2009; 
Roodman 2009; Mahindra, Hideshima et al. 2010). Ces dernières sont dues à un 
déséquilibre de la balance entre les ostéoclastes et les ostéoblastes qui provoque une 
lyse osseuse. En effet, les cellules myélomateuses entraînent ainsi une augmentation 
de la formation et de l’activité des ostéoclastes ainsi qu’une inhibition et une 







3.2.2.3. Effets des cytokines de la famille IL-6/IL-12 sur l’os 
Les cytokines de la famille IL-6/IL-12 jouent un rôle dans le remodelage 
osseux. Certaines comme l’IL-6 sont des agents anti-apoptotiques pour les cellules 
ostéoblastiques et possèdent des activités stimulatrices sur l’ostéoclastogenèse en 
induisant la sécrétion d’IL-1 et de RANKL (receptor activator of nuclear factor –κB 
ligand), une cytokine de la famille du TNF. Cette caractéristique de l’IL-6 explique 
qu’une des conséquences des plasmocytomes et du myélome multiple soit la 
destruction osseuse (Huston and Roodman 2006). D’autres cytokines comme l’IL-27 
et l’IL-23 inhibent l’ostéoclastogenèse (Kamiya, Nakamura et al. 2007). Les effets 
opposés de ces cytokines peuvent s’expliquer par des taux inégaux de protéines 
STAT1 et 3 phosphorylées. Ces cytokines, bien qu’ayant des effets antagonistes sur 
les cellules osseuses, jouent un rôle non négligeable dans ces tissus où sont localisées 
les cellules immunitaires en formation (Nakashima and Takayanagi 2009). 
 
3.2.3. Traitements du Myélome Multiple  
3.2.3.1. Traitements actuels 
Malgré les nombreuses recherches de traitement du myélome multiple (MM), 
cette leucémie est encore aujourd’hui incurable. Le traitement de référence du MM 
reste l’association d’un agent alkylant, tel que le melphalan ou le cyclophosphamide, 
et de corticoïdes (prednisone ou dexaméthasone) (Alexanian and Dimopoulos 1995). 
Le traitement du MM a été amélioré par l’utilisation de chimiothérapie associée à une 
autogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Cette greffe permet aux patients de 
bénéficier de 5 à 7 ans de survie (contrairement à 3 ans en moyenne avec le 
traitement conventionnel) (Attal, Harousseau et al. 1996; Kyle, Gertz et al. 2003). De 
plus, ces traitements sont combinés à des biphosphonates afin d’empêcher la 




Bien que l’utilisation du rituximab, premier anticorps monoclonal (anti-CD20) testé 
comme traitement du MM, n’ait eu que des effets bénéfiques légers (Zojer, 
Kirchbacher et al. 2006), les recherches utilisant des anticorps monoclonaux se 
poursuivent. Il existe aujourd’hui une multitude de cibles potentielles à différents 
stades de tests. Nous nous intéresserons principalement aux thérapies en 
développement ciblant l’IL-6 ou l’IL-27. 
 
3.2.3.2. Ciblage de l’IL-6/IL-6R 
Étant le principal facteur de survie des cellules myélomateuses, l’IL-6 est la 
cible de plusieurs agents thérapeutiques. Pour cela, différentes approches ont été 
envisagées en ciblant l’IL-6 ou son récepteur grâce à des anticorps monoclonaux. 
Nous pouvons citer trois exemples de molécules développées afin de rendre le 
récepteur de l’IL-6 inaccessible à son ligand. L’anticorps monoclonal dirigé contre 
l’IL-6R le plus connu est le tocilizumab (Paul-Pletzer 2006). Cet anticorps humanisé 
bloque spécifiquement le récepteur de l’IL-6 et améliore les pathologies associées à 
une surproduction d’IL-6, tout en étant bien toléré (Kanda, Kawabata et al. 2007; 
Plushner 2008). En effet, le tocilizumab est approuvé dans le traitement de l’arthrite 
rhumatoïde, de l’arthrite idiopathique juvénile ainsi que dans celui de la maladie de 
Castelman (Venkiteshwaran 2009; Decelle and Horton 2012; Navarro-Millan, Singh 
et al. 2012). Comme cet anticorps est efficace dans un modèle murin de MM 
(Yoshio-Hoshino, Adachi et al. 2007), le tocilizumab est actuellement en essai de 
phase I aux USA et en essai de phase II en France afin de déterminer son effet sur la 
limitation de croissance de cellules myélomateuses. Un second inhibiteur du 
récepteur de l’IL-6 est actuellement en études précliniques (Yoshio-Hoshino, Adachi 
et al. 2007), le NRI. Cet inhibiteur est constitué des chaînes lourdes et légères du 
tocilizumab fusionnées en un unique fragment, et dimérisé par sa fusion au fragment 




biologique ainsi que sa capacité de liaison au récepteur de l’IL-6 sont similaires à 
celles du tocilizumab. L’inhibiteur NRI est intéressant puisque son codage par un 
gène unique permet une application aisée en utilisant des virus pour le véhiculer. En 
effet, l’administration à des souris d’un vecteur adénoviral codant pour le NRI a 
permis une réduction de la croissance du MM induit par xénogreffe (Yoshio-Hoshino, 
Adachi et al. 2007). Tout comme le tocilizumab, le NRI semble être un agent 
prometteur pour les pathologies implicant l’IL-6.  
Un autre antagoniste du récepteur de l’IL-6, SANT-7, semble prometteur pour le 
traitement du MM. L’antagoniste SANT-7 correspond à une forme mutée de l’IL-6 
capable de lier l’IL-6R avec une affinité supérieure à celle de l’IL-6, permettant au 
récepteur IL-6R d’être inactif (Demartis, Bernassola et al. 1996). Cet antagoniste 
permet non seulement d’inhiber la croissance des cellules myélomateuses, mais aussi 
d’induire leur apoptose, lorsqu’il est administré en combinaison avec de la 
déxaméthasone et de l’acide zolédronique (Tassone, Forciniti et al. 2000; Honemann, 
Chatterjee et al. 2001; Tassone, Galea et al. 2002). SANT-7 permet ainsi de 
potentialiser les effets des glucocorticoïdes et des biphosphonates. 
Une seconde approche thérapeutique cible les cellules myélomateuses au sein de la 
moelle osseuse en les appauvrissant de leur principal facteur de croissance, l’IL-6. 
Pour cela l’IL-6 est ciblée par des anticorps monoclonaux tels que l’azintrel ou le 
CNTO 328. L’azintrel est un anticorps humanisé dirigé contre l’IL-6 (forme 
humanisée du BE-8) qui permet d’augmenter la cytotoxicité induite par la 
dexaméthasone (Fulciniti, Hideshima et al. 2009). 
Le CNTO 328 (ou siltuximab) est un anticorps chimérique anti-IL-6. Malgré son 
inefficacité dans le traitement du MM lorsqu’il est utilisé seul; il semble être 
prometteur en combinaison avec la dexaméthasone (Trikha, Corringham et al. 2003; 







3.2.3.3. Ciblage de l’IL-27 
Actuellement, peu de résultats sont rapportés concernant l’effet de l’IL-27 
dans le MM. Puisque l’IL-27 présente des activités anti-tumorales dans différents 
modèles de tumeurs, une récente étude s’est intéressée au rôle de l’IL-27 dans le MM 
(Cocco, Giuliani et al. 2010). Cocco et al. ont tout d’abord démontré que les cellules 
myélomateuses humaines expriment le récepteur de l’IL-27. De plus, l’IL-27 inhibe 
la croissance des cellules myélomateuses et freine leur pouvoir tumoral en inhibant 
l’angiogenèse. En effet, l’IL-27 permet de réguler différentes molécules pro-
angiogéniques impliquées dans la croissance du MM telles que l’IL-6 ou CCL2  (Ria, 
Roccaro et al. 2003; Aggarwal, Ghobrial et al. 2006). De manière intéressante et 
attendue, l’IL-27 semble être bénéfique au niveau des lésions osseuses induites par le 
MM puisque cette cytokine permet d’inhiber l’activité et la différenciation des 
ostéoclastes, tout en permettant la prolifération des ostéoblastes (Cocco, Giuliani et 
al. 2010). De plus, sa faible toxicité démontrée dans un modèle murin (Oniki, Nagai 






2ème partie : Hypothèses 
 
La sous-unité p28 de l’IL-27 comprend une séquence répétée « polyE » dans 
une boucle reliant les chaînes alpha C et D. Des études ont montré qu’une séquence 
répétitive de 6 à 8 acides aminés chargés négativement (Asp, Glu) peut servir de site 
de liaison à l’hydroxyapatite (Takahashi-Nishioka, Yokogawa et al. 2008). Il a 
notamment été décrit que le motif de plusieurs acides glutamiques (motif polyE) de la 
bone sialoprotein (BSP), protéine non collagéneuse de l’os, permet sa liaison à 
l’hydroxyapatite (Tye, Rattray et al. 2003).  
Nous avons émis l’hypothèse que ce motif polyE retrouvé dans la sous-unité p28 
permet le ciblage de p28 et de l’IL-27 vers l’os (Article 1). Ce ciblage permettrait à 
ces cytokines d’exercer leurs actions préférentiellement au niveau des niches 
hématopoïétiques où les cellules souches hématopoïétiques résident et migrent après 
une greffe. Ainsi, ces cytokines pourraient jouer un rôle dans l’hématopoïèse, comme 
Seita et al. l’ont décrit pour l’IL-27 (Seita, Asakawa et al. 2008). 
 
Nous avons décrit précédemment le rôle fondamental de l’IL-6 dans la 
pathologie du myélome multiple. Les interactions entre les cellules myélomateuses et 
les cellules stromales de la moelle osseuse induisent la production de divers facteurs 
de croissance tels que l’IL-6, qui contribue à la prolifération des cellules cancéreuses, 
aux manifestations cliniques (destruction osseuse, hypercalcémie) mais aussi à la 
résistance aux traitements chimio-thérapeutiques (Hideshima, Mitsiades et al. 2007). 
L’engagement des chaînes transductrices du signal gp130 (pour l’IL-6) ou 
gp130/WSX1 (pour l’IL-27) par leur cytokine respective entraîne l’activation de la 
voie Jak/STAT1/STAT3 (Heinrich, Behrmann et al. 1998; Trinchieri, Pflanz et al. 




préférentiellement à l’activation de STAT1, contrairement à l’IL-6. De plus, l’effet 
anti-apoptotique de l’IL-6 semble être relié à l’activation de STAT3 qui permet la 
transcription de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-XL (Bommert, Bargou et al. 
2006). Aussi, la phosphorylation de STAT1 semble être responsable des propriétés 
anti-tumorales de l’IL-27 (Batten and Ghilardi 2007). 
Puisque i) nous avions démontré que le récepteur de p28/CLF était un trimère 
non répertorié à ce jour, constitué des chaînes de l’IL-6R (gp130 et IL-6Rα) associées 
à la chaîne WSX-1 (chaîne de l’IL-27R) (Annexe 1), ii) l’IL-6 et l’IL-27 exercent des 
effets sur les lymphocytes B ; nous avons émis l’hypothèse que p28/CLF était 
capable d’agir sur les lymphocytes B, et plus particulièrement d’induire leur 
prolifération ainsi que leur différenciation en plasmocytes (Article 2). 
 
Le récepteur soluble aux cytokines CLF ne lie pas le site I des cytokines avec 
lesquelles il interagit et ne remplit donc pas une fonction comparable à EBI3 dans le 
complexe IL-27/IL-27R (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). Dans le complexe entre 
p28/CLF et son récepteur, cette fonction semble médiée par la chaîne  du récepteur 
à l’IL-6. Nous avons émis comme hypothèse que la chaîne  du récepteur à l’IL-6, en 
se liant à la sous-unité p28, lui conférait des propriétés de type IL-6 (Article 3). 
Différentes observations obtenues lors de ces derniers travaux nous ont 
conduits à nous concentrer sur l’IL-6 elle-même. En effet, le rôle de l’IL-6 dans le 
système immunitaire est extrêmement bien décrit et connu ; tout comme les voies de 
signalisation qu’elle active. Depuis des années, ses effets sont attribués 
principalement à l’activation de la voie Jak/STAT, et plus particulièrement à 
l’activation de STAT 1 mais surtout de STAT 3 (Heinrich, Behrmann et al. 1998). Or 




CD4 (Article 4). Cette observation pourrait expliquer certains mécanismes d’action de 
l’IL-6.  
 
Enfin, une dernière étude a été effectuée. Celle-ci concerne les cytokines 
CNTF et CLC/CLF de la famille de l’IL-6. En effet, nous avons vu précédemment 
que le CNTF pouvait agir par l’intermédiaire de deux récepteurs différents chez 
l’homme (Schuster, Kovaleva et al. 2003). Chez la souris, l’expression de la chaîne 
CNTFRα est restreinte aux cellules du système nerveux et n’est quasiment pas 
exprimée par le système immunitaire. La chaîne α du CNTFR n’est ni exprimée par 
les lymphocytes ou cellules dendritiques, ni par la moelle osseuse ou les ganglions 
lymphatiques. Nous avons donc émis l’hypothèse que le CNTF et CLC/CLF 
pouvaient exercer leurs effets sur le système immunitaire par l’intermédiaire d’un 
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The p28 subunit of the composite cytokine IL-27 comprises a poly-glutamic 
acid domain which is unique among type I cytokines. This domain is very similar to 
the acidic domain known to confer hydroxyapatite-binding properties and bone 
tropism to bone sialoprotein. We observed IL-27 binding to hydroxyapatite, in 
accordance with previous studies reporting successful p28 hydroxyapatite 
chromatography. The IL-27 poly-glutamic acid domain is located in a flexible inter- 
helix loop and hydroxyapatite-bound IL-27 retained biological activity. Using IL-27 
alanine mutants, we observed that the p28 poly-glutamic acid domain confers 
hydroxyapatite and bone binding properties to IL-27 in vitro and bone tropism in 
vivo. As IL-27 is a potent regulator of cells residing in endosteal bone marrow niches 
such as osteoclasts, T regulatory, memory T, plasma and stem cells, this specific 
property could be beneficial for therapeutic applications. IL-27 has potent anti-
tumoral and anti-osteoclastogenic activities. It could therefore also be useful for 
therapies targeting hematologic cancer or solid tumors metastasis with bone tropism. 
Furthermore, these observations suggest that poly-glutamic motifs could be grafted 







IL-27 is an IL-12-like type I cytokine known to regulate the function and 
differentiation of multiple immune and non-immune cell lineages such as T cells, B 
cells, NK cells, mast cells, osteoblasts and stem cells (1-4). IL-27 plays an important 
role in the resolution of inflammation in different models of infection and has marked 
beneficial effects in the experimental autoimmune encephalitis (EAE) model of 
multiple sclerosis (5-10). IL-27 has also been shown to have potent beneficial anti-
tumor effects in leukemia and solid cancer models in mice (11-19). Moreover, IL-27 
has been described to inhibit osteoclastogenesis and to protect against bone 
destructive disorders (20). The therapeutic potential of IL-27 might however be 
compromised by the large range of cells it regulates, as previously observed for other 
type I cytokines with limited target specificity (1-4).  
The IL-27 complex comprises p28, a four  helix-barrel cytokine subunit, and 
EBV-induced gene 3 (EBI3), a soluble receptor (1). The polypeptide loop connecting 
the p28 C and D  helices contains a stretch of poly-glutamic acids (poly-E) unique 
among helical cytokines and highly conserved between species (1). This poly-E 
stretch is highly similar to the domains mediating bone sialoprotein-hydroxyapatite 
(HA) binding (21-24) and HA-chromatography was used previously to purify 
recombinant p28 (25). HA is the main bone mineral constituent and the bone 
sialoprotein poly-E stretch has been shown to target the protein to growing bone in 
vivo (26). More generally, acidic amino acid tags are utilized to direct recombinant 
proteins to bones (27, 28). We therefore compared the properties of wild type (WT) 
p28 and IL-27 with those of mutants lacking the poly-E acidic motif. We observed 
that the poly-E motif confers HA and bone binding properties to IL-27 and that IL-27 
immobilized on HA retains its biological activity. The C-D loop acidic motif could 
therefore confer IL-27-specific pharmacological properties beneficial for therapeutic 




surface of bone marrow. Similarly, it may serve to enhance the anti-tumor activity of 




Materials and Methods 
 
Experimental animals 
All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines 
and were approved by the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal. 
Six- to eight-weeks-old female C57BL/6 mice were purchased from Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME.  
 
Generation of stable Ba/F3 cells expressing gp130 
The cDNA coding for mouse gp130 (IMAGE ID 6834623; Open Biosystems) 
was re-cloned in the expression vector pMG (InvivoGen, Cedarlane, Burlington, 
ON). Linearized plasmids were transfected by electroporation in Ba/F3 cells. Stable 
transfectants were selected using hygromycin (1 mg/ml). Clones were expanded using 
in-house produced mouse hyper-IL-6 (5 ng/ml) (protein produced in the High Five 
insect cell line (Invitrogen), and purified by IMAC). Cells were selected for 
proliferation in response to mouse IL-27 (10 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, 
MN). 
 
Expression and isolation of recombinant proteins 
The construct for the expression of mouse CNTF was described previously (29). The 
p28 cDNA (RIKEN clone I830047N17), was obtained from the FANTOM 
Consortium, The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN, Saitama, 
Japan) Genome Exploration Research Group (provided by K.K. DNAFORM, Ibaraki, 
Japan). The sequence coding for the mature form of p28 was modified in 3’ with a 




expression vector pET24d (30). To generate a vector coding for mouse p28-poly-A, 
the codons coding for the amino acids 163-177 were mutated to code for alanine.  
For the production of WT and mutant IL-27, a construct coding for the sequences of 
the mature form of EBI3, a flexible 3 x (SGGGG) linker and WT or poly-A p28 were 
generated using a synthetic EBI3 cDNA (Geneart, Life Technologies Inc. Burlington, 
ON) and standard molecular biology techniques (31). Recombinant proteins were 
expressed in BL21 Star (DE3) bacteria (Life Technologies Inc.) under denaturing 
condition and purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) as 
described previously (29).  
Proteins were renatured by dialysis against PBS supplemented with 2 mM reduced 
gluthatione and 0.2 mM oxidized gluthatione. Denatured and renatured proteins were 
quantified by Western blotting using 6 x His-tagged mouse CNTF as a standard and 
anti-penta His mAb (Qiagen Inc. Toronto, ON). 
 
Binding to HA beads 
For binding assays under denaturing conditions, 2 mg of HA beads (Bio-Rad, 
Mississauga, ON) were washed, equilibrated with 6 M urea, 0.05 M phosphate pH7.3 
and 2 mM β-mercaptoethanol in 10 ml polypropylene columns (Bio-Rad) and 
incubated with 10 µg of denatured protein in the same buffer. The columns were 
washed with equilibration buffer and proteins bound to HA were eluted with 
increasing concentrations of phosphate (50 mM – 400 mM) in 6 M urea, according to 
manufacturer’s instructions. For binding assays under native conditions, the HA 
chromatography was performed in the absence of urea. The flow through and elution 






Binding to secreted bone matrix in vitro 
Multipotent stromal cells (MSC) (kind gift from Dr. C. Beauséjour) were 
isolated from bone marrow using polystyrene adherence (32). To induce osteocyte 
differentiation, cells were cultured in 6 well plates in DMEM medium containing 100 
nM dexamethasone, 50 µM vitamin C, 50 nM vitamin D3 and 10 mM β-
glycerophosphate for 10 days. Osteogenic differentiation was confirmed using 
alizarin red S (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) staining. For binding assays, the cell 
cultures were incubated with 1 µg of renatured WT or mutant IL-27 in 0.5 ml of 
DMEM culture medium for 1 hour in ice. After extensive washing with ice cold 
DMEM, the cultures were lysed in 8 M urea, 400 mM phosphate pH 7.3 
complemented with protease and phosphatase inhibitors (Pierce, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Rockford, IL). Lysate protein contents were quantified by BCA after 
dilution to reduce urea concentration (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc.). Aliquots 
of 50 g of total protein were analyzed by Western blotting. IL-27 was detected using 
biotinylated goat anti-mouse p28 Ab purified by affinity chromatography (R&D 
Systems) and HRP-labeled streptavidin (Pierce). 
 
Measurement of STAT1 and STAT3 activation by flow cytometry  
To assess WT and mutant IL-27 biological activity by phosflow, 10
6
 mouse 
splenocytes were activated for 15 min at 37°C with mouse IL-6 (50 ng/ml), IL-27 (50 
ng/ml) (both from R&D), or renatured WT IL-27 and IL-27-poly-A (50 ng/ml) in a 
final volume of 200 µl of RPMI-1640 medium supplemented with 20 mM HEPES pH 
7.4 as described previously (33). Cells were fixed and stained (33) with either FITC-
labeled anti-phospho-STAT1 (Y701) or FITC-labeled anti-phospho STAT3 (Y705) 
mAbs (BD Biosciences, Mississauga, ON). Fluorescence was quantified by flow 
cytometry using a FACSCalibur (BD Biosciences). Data were analyzed using the 




For the phosflow assay with the cytokines immobilized on HA beads, 10 ng of 
mouse IL-6 or IL-27 (both from R&D) were incubated with 1 mg of HA beads in 
RPMI 1640 medium supplemented with 20 mM HEPES pH 7.4 for 15 h at 4°C. After 
extensive washing with RPMI 1640 medium, the beads were resuspended to 2 mg/ml 
in RPMI 1640 medium supplemented with 20 mM HEPES pH 7.4 and incubated with 
10
6
 splenocytes for 15 min at 37°C. For the assessments of cytokine leakage, 
cytokine-loaded beads were washed and incubated in RPMI 1640 medium 
supplemented with 20 mM HEPES pH 7.4 and incubated for 15 min at 37°C. The 
incubation medium was separated from the beads using 40 µm cell strainers (BD 
Falcon) and incubated with splenocytes for 15 min at 37°C. STAT activation was 
measured as described above. 
 
Proliferation assays  
The proliferation of Ba/F3-gp130 transfectants was measured using an Alamar 
blue fluorometric assay as described previously (33). 
 
Hydrodynamic transfection with IL-27 and IL-27-poly-A cDNAs 
Chimeric cDNA coding for the sequences of EBI3, a flexible 3 x (SGGGG) 
linker and the WT or poly-A p28 tagged in carboxy with an Avitag (34) and 8 His 
were generated using standard molecular biology techniques (31). These chimeric 
cDNAs were fused with sequences coding for a T2A autoclivable peptide (35) and a 
secreted derivative of the biotin ligase BirA (36, 37). The WT or mutant IL-27-BirA 
bicistronic cDNA as well as the secreted BirA cDNA were recloned in the 
mammalian expression vector pcDNA5-His (Life technologies Inc.). LPS free 
plasmid DNA was purified using an endotoxin-free maxi-prep plasmid isolation kit 




cells (Life technologies Inc) (33) and the cell culture medium were subjected to 
Western blot analysis with HRP-labeled anti-p28 and HRP-labeled streptavidin. For 
hydrodynamic transfection experiments, groups of 2-3 C57BL/6 mice were injected 
in the tail vein with 50 g of the pcDNA5-His derivatives containing WT IL-27-T2A-
BirA cDNA, mutant IL-27-T2A-BirA cDNA or BirA cDNA under hydrodynamic 
transfection conditions (38). Briefly, the plasmids were diluted in Ringer’s solution 
supplemented with 0.5 mM D-biotin to a final volume corresponding to 10% of the 
weight of the mice. Injections were performed by a blinded operator in 5 s in mice 
subjected to gaseous anesthesia (isoflurane 2-3% in oxygen). Mice were sacrificed 
after 48 h and serum, liver and bone were isolated. Femur bone marrows were flushed 
and the bones cavities were repetitively washed for 15 min with 1 ml of 8 M urea, 
400 mM phosphate. Livers were homogenized in 50 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 
50 mM sodium phosphate, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% glycerol. The bone 
and liver extracts were subjected to IMAC on Ni-NTA agarose (Qiagen) according to 
the manufacturer’s instructions. The proteins isolated by IMAC were analyzed by 






The IL-27 poly-E motif confers HA binding properties to the IL-27 p28 
subunit 
Both the human and mouse IL-27 amino acid sequences contain an acidic 
poly-E motif (1). The p28 poly-E stretch is highly similar to the acidic domain which 
mediates bone sialoprotein binding to HA (21-23) (Fig. 1) and HA chromatography 
was used successfully to purify E. coli-produced p28 (25). To investigate whether the 
poly-E stretch of p28 contributes to HA binding, we produced E. coli-derived 
recombinant WT p28 or a mutant p28 derivative with the glutamic acids of the poly-E 
stretch replaced by neutral alanines, using the approach previously used to map the 
bone sialoprotein HA binding domain (24). While the WT p28 bound HA beads 
under both denaturing (Fig. 2A) and non-denaturing (Fig. 2B) conditions, this 
property was lost in the p28 mutant (referred to as p28-poly-A) (Fig. 2). These results 
indicate that the stretch of poly-glutamic acids of the polypeptide loop connecting the 
C and D alpha helices of p28 confers HA binding properties to p28. As this 
connecting loop is outside the regions known to be directly involved in receptor 
recognition (1, 39, 40), we investigated whether IL-27 immobilized on HA remained 
biologically active.  
 
IL-27 immobilized on HA activates STAT signaling in immune cells 
To investigate whether IL-27 bound to HA retains biological activity or 
represents a latent form of the cytokine, we tested the effect of HA beads loaded with 
single chain IL-27 on the activation of STAT1 and STAT3 using unfractionated 
mouse splenocytes as targets. This biological activity assay was chosen as it could be 




result in a leakage of the cytokine from the beads. When splenocytes were incubated 
with HA beads preincubated with IL-27, a strong up-regulation of both STAT1 and 
STAT3 phosphorylation could be detected by flow cytometry (Fig. 3A). No induction 
was observed when splenocytes were stimulated with beads pre-incubated with 
culture medium only, indicating that the effect observed was not due to a non-specific 
activation of the splenocytes by HA. To exclude effects mediated by free IL-27 
released from HA during the test, we incubated IL-27-loaded HA beads with cell 
culture medium for 15 min and analyzed the capacity of the conditioned media to 
stimulate splenocytes once the beads had been removed. No induction of STAT 
activation could be detected (Fig. 3B). This indicates that the activation of STAT1 
and STAT3 observed is mediated by immobilized IL-27 rather than IL-27 leaking 
from the HA beads during the phosflow assays.  
 
The IL-27 poly-E motif confers bone-binding properties to the IL-27 p28 
subunit 
To investigate whether the HA binding properties of the IL-27 p28 subunit 
resulted in bone tropism in vitro, we expressed single chain WT or mutant IL-27, in 
which the poly-E motif was replaced by alanine in E. coli (IL-27 poly-A). The two 
recombinant proteins, which were tagged in carboxy with a 12 His motif, were 
renatured and purified by IMAC. The two recombinant cytokines were biologically 
active when tested for their capacity to induce the proliferation of mouse Ba/F3 cells 
transfected with gp130 cDNA or to induce STAT phosphorylation of murine 
splenocytes (Fig. 4). To compare the bone binding properties of WT IL-27 and the 
poly-alanine IL-27 mutant, we induced the differentiation of MSC (32) in osteocytes 
in vitro. Osteocyte differentiation was paralleled by bone synthesis, detected by 
staining with a calcium-specific alizarin red S (Fig. 5A). MSC-derived osteocyte cell 




protein bound to the cultures was analyzed by Western blot with an antibody specific 
for p28 (Fig. 5B). The amount of mutated IL-27 cytokine recovered was much lower 
than that of WT IL-27, indicating that the poly-glutamic acids contributed to the 
binding of this cytokine to the osteocytes cell cultures in vitro (Fig. 5B). 
 
The poly-E motif modifies IL-27 pharmacology in vivo 
To analyze the effect of replacing poly-glutamic acids by alanine in vivo, we 
generated derivatives of the mammalian expression vector pcDNA5-His coding for 
WT and poly-A IL-27 tagged in carboxy with an Avitag biotin ligase peptide 
substrate (34) and 8 His. The modified cDNA inserted in the mammalian expression 
vector were multicitronic, comprising the sequences coding for a T2A autocleavable 
peptide (35) followed by a secreted derivative of biotin ligase to catalyze IL-27 
biotinylation (34, 36, 37). The constructs containing the cDNA coding for WT and 
poly-A IL-27 were compared for expression and biotinylation by transfection in 
HEK-293 Flp-In cells. Similar signals were observed in the cell culture medium of 
HEK-293 transfected with vectors coding for either WT or mutant IL-27 using anti-
p28 or streptavidin, indicating that the expression, secretion and biotinylation of WT 
and IL-27 were identical (data not shown).   
To compare the properties of the two IL-27 derivatives in vivo, we subjected 
mice to hydrodynamic transfection (38) with the cDNA coding for WT IL-27 or IL-
27 poly-A. This transfection procedure is known to result in transient liver production 
and systemic release of the recombinant proteins (38). It has been used extensively to 
analyze the effect of IL-27 in vivo (16, 19, 41). When liver from mice subjected to 
hydrodynamic transfection were analyzed for IL-27 expression by IMAC followed by 
Western blot analysis for biotinylated protein, both WT and poly-A mutants IL-27 
could be detected (Fig. 5C). As expected, no biotinylated IL-27 could be detected in 




(Fig. 5C). To evaluate whether IL-27 binding to bone could be detected in vivo, we 
flushed the mice femurs from the bone marrow and then extensively washed the bone 
lumens with a urea-phosphate buffer solution to recover bound IL-27. The extracts 
were subjected to IMAC and Western blot analysis. Interestingly, we could only 
detect IL-27 in the eluates of bones isolated from the mice transfected with WT IL-27 
cDNA and not poly-A IL-27 cDNA (Fig. 5D). We tried to compare the serum levels 
of WT and poly-A IL-27 by IMAC and Western blot analysis. However, the amount 
of serum protein non-specifically isolated by IMAC precluded IL-27 detection (data 






Bone sialoprotein is a major constituent of the bone. It comprises poly-
glutamic acid domains with HA-nucleating properties (23, 24). A highly homologous 
motif is present in the p28 C-D loop (1) and p28 purification by HA chromatography 
was previously reported (25). We confirmed that p28 binds HA under native 
conditions. Such binding could also be observed under more stringent denaturing 
conditions. Using mutants in which the acidic amino acids were replaced by alanines, 
we could show that the poly-glutamic acid domain confers the HA binding properties 
to the cytokine. IL-27 bound to hydroxyapatite beads retained the capacity to induce 
STAT1 and STAT3 phosphorylation in splenocytes. This biological activity assay 
was chosen as it can be performed under experimental conditions preventing leakage 
of HA-immobilized IL-27. These results indicate that HA-bound IL-27 is not a latent, 
inactive form of the cytokine and concurs with the current structural model of IL-27 
according to which the C-D loop is not directly involved in receptor recruitment (1, 
39, 40). We cannot however exclude that HA binding modifies the specific activity of 
the cytokine. Recently, mutations which reduce the flexibility of the IL-2 B-C loop 
have been shown to strongly increase the affinity of this cytokine for IL-
2Rindicating loops connecting the  helix can contribute to the biochemical 
properties of type I cytokines (42).  
The IL-27 acidic motif resembles the poly-E stretch known to target the bone 
sialoprotein to growing bone in vivo (26). It is also similar to the acidic polypeptide 
tags used to confer bone targeting properties to therapeutic proteins (26-28). We 
therefore analyzed the bone binding properties of IL-27 in vitro and in vivo. To assess 
this, we induced osteogenic differentiation of mouse multipotent stromal cell cultures. 
Binding to the mix of osteocytes and osteocyte-secreted bone matrix could be 




poly-A, indicating that the observed binding involved a poly-glutamic acid-HA 
interaction rather than binding to cell surface IL-27R expressed by osteocytes. 
To analyze whether the pharmacological properties of IL-27 are influenced by 
the poly-acidic motif, we transfected mice with mammalian expression vector 
derivatives coding for WT and mutant IL-27. Both recombinant proteins were tagged 
in carboxy with 8-His and a biotin ligase epitope substrate (34). The expression 
vectors used coded for a biotin ligase to catalyze the biotinylation of IL-27 (34, 36, 
37). Hydrodynamic transfection results predominantly in liver expression of the 
recombinant proteins (38). We could detect biotinylated WT and mutant IL-27 in 
transfected mouse liver. Interestingly, we could also isolate WT but not mutant IL-27 
poly-A from the femur lumen of transfected mice. This suggests that the poly-E motif 
confers bone binding properties to IL-27. The approach used was selected for its 
sensitivity and simplicity. It did not however allow the quantitation of the proportion 
of IL-27 immobilized in the bones, which remains to be determined. It will be 
interesting to examine whether the poly-E motif influences other pharmacological 
properties of IL-27, such as its capacity to bind serum proteins, endothelial cells or 
extracellular matrix.  
The observation that IL-27 binds HA and bone suggests that the acidic motif 
confers to this cytokine a tropism for the bone endosteal surface. This location has 
been identified as a niche for hematopoietic stem cells (43-46), whose differentiation 
is known to be inhibited by IL-27 (47). This surface is close to niches in which 
numerous immune cells targeted by IL-27 can reside. The bone marrow endosteal 
surface is a favored location for T regulatory cells (Tregs) (48, 49) whose 
differentiation is inhibited by IL-27 (50-52).The bone marrow is also a preferred site 
for memory CD4 and CD8 cells (53-55), for B cell differentiation (56) and for long 




IL-27 has potent anti-tumoral activities (11-19). As bone marrow niches are 
also preferred sites for the metastasis of several solid tumors and for blood cell 
malignancies (59, 60), the conjunction of potent anti-tumoral activities and of bone 
binding properties of IL-27 could be beneficial therapeutically (11-19). This could be 
particularly relevant for multiple myeloma treatment as the IL-27 therapeutic  activity 
on this neoplasia is accompanied by a capacity to inhibit osteoclastogenesis (17, 20, 
61) and IL-17 production, which is known to promote myeloma growth (62). 
The location of the IL-27 HA-binding motif in a flexible loop connecting the 
C-D -helices suggests that this motif could be used to engineer type I cytokine 
derivatives with bone binding properties. For example, this could be an attractive 
modification for G-CSF which is used therapeutically for the mobilization of 
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Figure 1. The sequence of the p28 subunit of IL-27 contains a poly-glutamic 
acidic motif. The sequences of mouse (m) and human (h) bone sialoprotein (BSP) and 
IL-27 are indicated. The poly-E motifs are boxed. 
 
Figure 2. The p28 polyE motif mediates HA binding. WT (WT p28) or 
mutant p28 (p28-poly-A) were subjected to HA chromatography under denaturing (A) 
or native (B) conditions. Input samples, flow through and elution fractions were 
analyzed by Western blot using an anti-His tag Ab. Six His-tagged CNTF was used 
as control.  
 
Figure 3. HA-immobilized IL-27 induces STAT phosphorylation in 
splenocytes. (A), Splenocytes were stimulated for 15 min with the cytokines 
indicated (panels IL-6 and IL-27) or HA beads preincubated with IL-6 or IL-27 
(panels IL-6+HA and IL-27+HA). Cells were then fixed, permeabilized and stained 
with anti-pSTAT1 or anti-pSTAT3. Fluorescence was measured by flow cytometry. 
Filed grey histograms, unstimulated cells (panels IL-6 and IL-27) or cells stimulated 
with control HA beads (panels IL-6+HA and IL-27+HA). MFI values of the controls 
(left) and stimulated cells (right) are indicated in the histograms. Data are 
representative of 3 independent experiments. (B), HA beads preincubated with IL-6 
or IL-27 (panels IL-6+HA and IL-27+HA) were incubated in cell culture medium for 
15 min and the conditioned medium was used to stimulate splenocytes for 15 min. 
Panels IL-6 and IL-27, cells stimulated for 15 min with IL-6 or IL-27. Filed grey 
histograms, unstimulated cells. STAT phosphorylation was assessed as described in 





Figure 4. Recombinant WT and poly-A IL-27 are biologically active. (A), 
Ba/F3 cells expressing endogenous WSX-1 in combination with transfected gp130 
were incubated with the indicated cytokines for 72 h and proliferation was measured 
by fluorescence using the Alamar blue test. Error bars indicate the SEM of triplicate 
cultures. (B), Splenocytes were stimulated with 50 ng/ml of the indicated cytokines 
for 15 min, fixed and permeabilized. STAT phosphorylation was assessed as 
described in Fig. 3. Filled grey histograms, unstimulated cells. Data are representative 
of 3 independent experiments.  
 
Figure 5. IL-27 binds osteocyte cell cultures and can be recovered from the 
bones of mice transfected with IL-27 cDNA. (A), Multipotent stromal cells were 
differentiated into osteocytes for 10 days. Osteocyte differentiation was detected by 
Alizarin red S staining. (B), Osteocyte cell cultures were incubated with medium 
(lane control), WT IL-27 or poly-A mutant IL-27 for 1 h on ice. Lane commercial IL-
27, 100 ng of IL-27 from R&D. After extensive washing, cell cultures were lyzed and 
analyzed for p28 binding by Western blot using a biotinylated anti-p28 mAb. Data 
are representative of 3 independent experiments. (C) and (D), mice (two for each 
conditions) were tail vein-injected with LPS-free mammalian expression vector DNA 
coding for biotin ligase (lanes control), WT IL-27 or IL-27-poly-A. Mice were 
sacrificed at 48 h and proteins from liver homogenates (C) or eluted from bone lumen 
using urea and phosphate (D) were analysed by IMAC and Western blot with HRP-























































The composite cytokine p28/CLF sustains B cells proliferation 
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IL-27 is an antigen presenting cell-derived IL-6/IL-12 family composite 
cytokine with multiple functions, such as regulation of Th1, Th17 and Treg 
differentiation, B cell proliferation and Ig class switching. IL-27 complex is formed 
by the association of the cytokine p28 with the soluble cytokine receptor EBI3. The 
IL-27 cytokine and soluble receptor subunits, p28 and EBI3 can be secreted 
independently. The p28 subunit has been shown to have IL-27-independent biological 
activities. We previously demonstrated that p28 can form an alternative composite 
cytokine with the EBI3 homologue, CLF (CRLF1). p28/CLF modulates NK-cell 
activity and CD4 T cell cytokine production in vitro. In the current study we show, 
using the IL-6-dependent plasmacytoma cell line B9 and CD4 T cells from IL-27Rα 
deficient mice, that p28/CLF activates IL-27-unresponsive cells, indicating that 
p28/CLF and IL-27 signal through different receptors. The observation that p28/CLF, 
unlike IL-27, sustains B9 plasmacytoma cell proliferation prompted us to investigate 
the effects of p28/CLF on mouse B cells. We observed that p28/CLF induces IgM, 
IgG2c and IgG1 production and plasma cell differentiation. p28/CLF therefore has 
the potential to contribute to B and plasma cell function, differentiation, and 
proliferation in normal and pathological situations such as Castelman’s disease and 






IL-27 is composed of the association of the four-helix bundle cytokine p28 
with the soluble cytokine receptor Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3) (1). IL-
27 activates a receptor formed by gp130, the common receptor chain for the IL-6 
family cytokines, IL-27Rα (WSX-1 or TCCR), which defines ligand specificity for 
the receptor complex (2). IL-27 was initially identified as a cytokine produced by 
antigen presenting cells promoting CD4 T cell proliferation and Th1 differentiation 
(1). It has pleiotropic effects on multiple immune cells (3, 4). Besides its effects on 
Th1 differentiation, IL-27 inhibits Th17 differentiation (5, 6), induces the production 
of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 (7, 8) and limits IL-2 production (9, 
10), thus regulating Treg generation (11) (12). 
p28 and EBI3 can be secreted independently and are believed to have IL-27-
independent functions (6, 12, 13). Of note, p28 was reported to be released in the 
absence of a soluble cytokine receptor partner, to bind gp130 with low affinity and to 
behave as an IL-6 antagonist (1, 12). We observed that p28 can form an alternative 
complex with the EBI3 homologue CLF (13). Initial characterisation of the p28/CLF 
complex, which is produced by dendritic cells, indicated that it induces STAT1 and 
STAT3 activation in transfected cells co-expressing IL-6R and IL-27R, stimulates 
Th17 differentiation and increases NK cell activation (13). Both IL-6 and IL-27 are 
potent regulators of B cell function: IL-6, which was initially named B-cell-
stimulating factor, promotes Ig production and plasma cell differentiation (14-16). IL-
6 is a myeloma and plasmacytoma growth factor (14-16) and the anti-IL-6R 
humanized monoclonal Ab Tocilizumab is used for the treatment of plasma cell 
hyperproliferation in Castelman’s disease (17, 18). IL-27 modulates Ig class 
switching in mice (19) and IL-27Rα-deficient mice were found to have reduced 
circulating concentrations of IgG2a (20). Human B cells constitutively express IL-




chemotactic on plasma cells (21-23). We therefore investigated the effects of 
p28/CLF on mouse B and plasma cells. Our results indicate that: 1) p28/CLF, unlike 
IL-27, supports the proliferation of the IL-6-dependent plasmacytoma cell line B9. 
This, together with the observation that p28/CLF can triggers STAT1 and STAT3 
phosphorylation in T-cells isolated from IL-27Rα deficient mice, indicates that 1) it 
does not mediate its effect via the IL-27R; 2) p28/CLF is active on mouse B cells and 






Materials and Methods 
 
Experimental animals 
All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines 
and were approved by the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal. 
Six- to eight-week-old female C57BL/6 mice were purchased from Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME. IL-27Rα-/- mice on a C57BL/6 background were kindly 
provided by Genentech, San Francisco, CA.  
 
Production of mouse p28/CLF 
The mouse p28 cDNA used (RIKEN clone I830047N17), was obtained from the 
FANTOM Consortium, The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN, 
Saitama, Japan) Genome Exploration Research Group (provided by K.K. 
DNAFORM, Ibaraki, Japan). It was modified in 3’ with a sequence encoding for a 
protein C epitope (EDQVDPRLIDGK) and 6 His. To generate a bicistronic vector, 
the CLF cDNA was fused at the carboxyl-terminal to a sequence coding for a FLAG 
epitope (DYKDDDDK) and the T2A “self-cleaving” (EGRGSLLTCGDVEENPGP) 
peptide followed by the coding sequence of the modified p28 cDNA.  
The p28/CLF cDNA was re-cloned in the insect expression vector pIB/V5-His 
(Invitrogen, Burlington, ON) and verified by DNA sequencing. Recombinant proteins 
were expressed in HighFive insect cells and purified under LPS free conditions as 
described previously (13). Recombinant proteins were dialyzed and quantified by 
Western blot analysis using protein C and 6 His-tagged mouse CNTF (24) as standard 
and anti-penta His mAb (Qiagen Inc. Toronto, ON) or anti-proteinC (HPC4; Roche 




limulus ambeocyte lysate test (QCL-1000; Cambrex Bio Science, Charles City, IA) 
and was always  0.1 ng/g (1 EU/g). 
 
Generation of stable B9 transfectants  
The cDNA coding for mouse IL-27Rα (IMAGE ID 1244998; Open 
Biosystems) was re-cloned in the expression vector pMG (InvivoGen, Cedarlane, 
Burlington, ON). Linearized plasmids were transfected by electroporation in B9 cells 
(25). Stable transfectants were selected using hygromycin (1 mg/ml). Clones were 
expanded using mouse IL-6 (1 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN) and selected 
for proliferation in response to mouse IL-27 (10 ng/ml R&D Systems). 
 
Analysis of transcription factors expression by quantitative RT-PCR 
B220
+
 B cells were isolated from mice splenocytes by magnetic bead 
separation according to the manufacturer’s instructions (StemCell Technologies Inc. 
Vancouver, BC). Cells were plated in 96-well round-bottom plates (BD Biosciences, 
Mississauga, ON) at a density of 1 x 10
7
 cells/ml in RPMI 1640 cell culture medium 
(Invitrogen) supplemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 1% non-essential 
amino acids, 100 U/ml penicillin and 100 g/ml streptomycin. When added, IL-6, IL-
27 (both from R&D Systems) and p28/CLF were used at 50 ng/ml while LPS 
(026:B6, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) final concentration was 100 ng/ml. 
After 3 days total RNA was extracted using RNeasy kit (Qiagen) following 
Qiagen protocol. Single-strand cDNA were synthesized by reverse transcription using 
1 g of total RNA and random priming. Pax-5, Sdc-1 and Xbp-1 mRNA levels were 
quantified by quantitative reverse transcription-PCR at the genomic platform of the 






Measurement of STAT1 and STAT3 activation by flow cytometry  
B9 cells (25) were serum- and cytokine-starved for 4 hours. Mononuclear 
cells, bone marrow cells, B cells isolated from spleen or B9 cells were activated for 
15 min or 30 min respectively at 37°C with mouse IL-27, IL-6 or p28/CLFall at 
ng/ml). Cells were fixed and stained as described previously (13) and fluorescence 
analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur (BD Biosciences). When used, 
cells were stained with PE-labeled anti-B220 (BD Biosciences), APC-labeled anti-
CD138 (BD Biosciences) or APC-labeled anti-CD4 (BD biosciences). Data were 
analyzed with the FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR). 
 
Proliferation assays  
B9 and B9-IL-27Rα cells or purified B cells (5 x 103 cells/well in 96 well 
plates) were incubated in triplicates with the indicated dilutions of recombinant 
proteins for 72 h in RPMI-1644 medium supplemented with 5% FBS. When added 
LPS (026:B6, Sigma-Aldrich) and anti-CD40 (R&D Systems) were used at 100 ng/ml 
and 10 ng/ml, respectively. Proliferation was measured using an Alamar blue 
fluorometric assay as described previously (13).  
 
Plasma cell differentiation assays  
Purified B220
+
 cells were plated in 96-well round-bottomed plates (BD 
Biosciences) at a density of 1 x 10
7
 cells per ml. Plasma cell differentiation was 
induced using LPS (100 ng/ml) and IL-6 (50 ng/ml). When added, p28/CLF was used 
at 50 ng/ml. After 72 h of culture, cells were collected and stained with PE-labeled 




staining with 7-AAD (BD Biosciences). Fluorescence was analysed by flow 
cytometry. 
 
Analysis of Immunoglobulin secretion 
Cell culture medium from B cells stimulated as described in the previous 
section were collected. Levels of IgM, IgG2c and IgG1 were measured by ELISA 
using anti-IgM, anti-IgG1 (BD Biosciences) or anti-IgG2c (SouthernBiotech, 
Birmingham, AL) capture and detection mAbs, HRP-conjugated streptavidin (BD 
Biosciences) and tetramethylbenzidine. Absorbance at 450 nm was analyzed with a 
Wallac Victor2 1420 Multilabel Microplate Reader (PerkinElmer Life and Analytical 






The p28/CLF complex activates the IL-6-dependent, IL-27-unresponsive 
mouse plasmacytoma cell line B9. 
We previously observed that p28/CLF activates Ba/F3 cells co-expressing IL-
6R and IL-27R (i.e IL-27Rα, gp130 and IL-6R) and induces IL-6-like effects on 
CD4 T cell cytokine production in vitro (13). As an initial step in investigating the 
capacity of p28/CLF to activate cells of the B cell lineage, we tested its effects on the 
IL-6-dependent mouse plasmacytoma cell line B9 (25). As expected, activation of B9 
cells with IL-6 led to both STAT1 and STAT3 phosphorylation and sustained 
proliferation (Fig. 1A and C). Neither STAT phosphorylation nor proliferation was 
detected when B9 cells were incubated with IL-27 (Fig. 1A and C). The B9 cell line 
was therefore used to discriminate between the roles of IL-6R and IL-27R in 
p28/CLF signalling. Incubation of B9 cells with p28/CLF led to a detectable 
induction of STAT3 phosphorylation, indicating that IL-27R is dispensable for cell 
activation by this complex (Fig. 1A). When compared to IL-6, proliferation in 
response to p28/CLF required higher cytokine concentrations but reached comparable 
levels (Fig. 1C). No STAT1 activation could be detected in B9 cells stimulated with 
p28/CLF (Fig. 1A) even when higher concentrations of the complex or longer 
stimulation times were tested (Fig. S1A and B), suggesting p28/CLF preferentially 
activates STAT3 in this plasmacytoma cell line. To investigate whether IL-27R could 
contribute to the signalling induced by p28/CLF, we generated IL-27R transfected 
B9 cells. As expected, stimulation of these cells with either IL-6 or IL-27 resulted in 
proliferation (Fig. 1B and D). The expression of IL-27R did not modify the 
proliferation in response to p28/CLF (Fig.1D). Together, these results indicate that 1) 
p28/CLF can substitute for IL-6 in activating STAT3 and supporting B9 cell 




6 dependent, IL-27-unresponsive cell line; 3) transfection with IL-27Rα renders B9 
cells sensitive to IL-27 without affecting their proliferation in response to p28/CLF. 
 
p28/CLF activates STAT1 and STAT3 phosphorylation in IL-27R deficient 
splenocytes.  
To investigate the contribution of IL-27Rα to the activation of primary mouse 
cells by p28/CLF, we compared the response of CD4 T cells isolated from WT and 
IL-27Rα-/- mice (20). As expected, STAT1 and STAT3 phosphorylation induced by 
IL-27 stimulation was completely abolished in IL-27Rα-/- CD4 T cells (Fig. 2). 
Incubation with either p28/CLF or IL-6 led to STAT1 and STAT3 phosphorylation in 
CD4 T cells isolated from either WT or IL-27Rα-/- CD4 T cells (Fig. 2), showing that 
IL-27Rα is not required for the activation of primary mouse immune cells by 
p28/CLF. 
Overall, these results indicate that p28/CLF differs from IL-27 in that it can 
activate cells independently of IL-27Rα.  
 
The p28/CLF complex increases B cell proliferation.   
As p28/CLF induces the proliferation of B9 cells, we investigated whether 
p28/CLF had effects similar to IL-6 on primary mouse B cells. We compared the 
proliferation of purified spleen B220+ cells stimulated with suboptimal 
concentrations of LPS or with anti-CD40 in the presence or absence of either IL-6 or 
p28/CLF. We observed that p28/CLF and IL-6 increased B cell proliferation to 
comparable extents, showing that p28/CLF is active on primary B cells (Fig. 3).  
 




We next investigated whether p28/CLF could modulate the production of Ig 
by B-cells in vitro by analysing the production of IgM, IgG2c and IgG1. These 
isotypes were selected, as C57Bl/6 mice have the IgG2a constant region replaced by 
an IgG2c (27) and IgG2a and IgG1 being Ig isotypes requiring class switching known 
to be affected by IL-6 (28). Interestingly, p28/CLF alone or in combination with 
suboptimal concentrations of LPS increased the levels of IgM, IgG2c and IgG1 
measured in the cell culture medium of B220
+
 cells at day 3 (Fig. 4). The increase in 
IgG1 titer was greater in the cell culture medium of B cells incubated with p28/CLF 
than in the cell culture medium of cell incubated in the presence of IL-6, suggesting 
that p28/CLF acts preferentially on the class switching to the γ1 constant region 
and/or on IgG1 producing cells.  
 
The p28/CLF induces plasma cell differentiation in vitro. 
The observation that the production of Ig was increased in B cells cultured in 
the presence of p28/CLF and that p28/CLF enhanced the proliferation of B9 
plasmacytoma cells prompted us to investigate the effects of this cytokine on plasma 
cell differentiation in vitro. When purified B cells were maintained in culture with 
p28/CLF, either in the presence or absence of LPS, a marked increase in the fraction 
of cells positive for positive for syndecan-1 (CD138) with an intermediate expression 
of B220 could be observed. This expression pattern is characteristic of mouse 





comparable to that induced by the combination of LPS and IL-6 or LPS and IL-27 
(Fig. 5A). Plasma cell differentiation depends upon the coordinated regulation of 
transcription factor levels, notably requiring the down regulation of Pax5 and the 
induction of Sdc-1, Xbp-1 and IRF-4 expression (29). As expected, incubation of B 
cells with IL-6 in conjunction with LPS induced a decrease of Pax-5 combined with 




and increase of Sdc-1 and Xbp-1 mRNA was observed when B cells were cultivated 
with p28/CLF and LPS (Fig. 5B). Interestingly, p28/CLF alone induced a significant 
increase of Sdc-1 and Xbp-1 mRNA. Collectively, these results indicate that p28/CLF 
can elicit plasma cell differentiation in vitro. 
 
The p28/CLF complex induces JAK/STAT signalling in plasma cells 
We observed that p28/CLF induces STAT3 phosphorylation in B9 
plasmacytoma cells. To determine whether p28/CLF stimulation triggers JAK/STAT 
signalling in plasma cells, we isolated B220
+
 bone marrow cells and investigated its 
effect on STAT phosphorylation in CD138
+
 cells. Stimulation with p28/CLF induced 
an increase in STAT1 and STAT3 phosphorylation in a large fraction of CD138
+
 cells 
(Fig. 6A). The effect of p28/CLF on STAT1 and 3 phosphorylation was very similar 
to that of IL-6 (Fig. 6A). The increase in STAT1 and STAT3 phosphorylation 




 bone marrow cells than 
in B220
+
 splenocytes, suggesting that the complex is more active on bone marrow 






We observed previously that the cytokine subunit of IL-27, p28 can form a 
biologically active complex with the soluble cytokine receptor CLF (13). Our current 
study indicates that the p28/CLF complex induces STAT3 phosphorylation and 
supports the proliferation of the IL-6-dependent plasmacytoma cell line B9. This cell 
line is IL-27-unresponsive, but could be rendered IL-27-sensitive by transfection with 
IL-27Rα cDNA. Expression of IL-27Rα did not modify B9 cell proliferation in 
response to the p28/CLF complex, suggesting that the IL-27R specific subunit IL-
27Rα does not contribute to the p28/CLF receptor. That IL-27Rα is not required for 
p28/CLF-induced signalling was further supported by the observation that the 
complex could induce STAT1 and STAT3 phosphorylation in CD4 T cells isolated 
from IL-27Rα KO mice. While the results obtained with p28/CLF might appear at 
odds with recent reports indicating that p28 is an IL-6 antagonist (12, 30), the 
discrepancy might be linked to the properties conferred to the p28/CLF complex by 
CLF: the antagonistic effect of recombinant p28 is believed to be mediated by a low 
affinity interaction between the site III of p28 and the Ig-like domain of gp130 (12). 
This binding would antagonize IL-6 by preventing the recruitment of one of the two 
gp130 chains in the hexameric IL-6/IL-6R/gp130 complex (12). As CLF, unlike 
cytokine receptor  chains, binds the site III of its cytokine partners ((31) and 
unpublished results), the low affinity interaction between p28 and gp130 involved in 
this antagonistic effect is likely to be prevented by the presence of CLF in the 
complex between the composite cytokine and its receptor.  
Our results suggest that p28/CLF signals trough the IL-6 receptor. However 
the activation of a receptor comprising gp130 and an unidentified cytokine receptor 
signalling chain expressed by the Ba/F3 and B9 cell lines cannot be ruled down. It 
would explain some of the differences between p28/CLF and IL-6, such as the 




The observation that p28/CLF can substitute for IL-6 in supporting the growth 
of the B9 mouse plasmacytoma prompted us to investigate its effect on B and plasma 
cells. We observed that, like IL-6, p28/CLF increased LPS and anti-CD40-induced B 
cell proliferation and Ig production in vitro. Furthermore, p28/CLF induced the 
differentiation of cells expressing high levels of syndecan-1 (CD138) and 
intermediate levels of B220, a phenotype which is used to monitor mouse plasma cell 
differentiation by flow cytometry (29). Interestingly, p28/CLF could up-regulate the 
activation of the Jak/STAT pathway in a large fraction of bone marrow B220 cells 
positive for CD138, a finding which correlates with the ability of the cytokine to 
support the growth of B9 cells and suggests that p28/CLF might be a plasma cell 
trophic factor. In accordance such putative role, both CLF and p28 protein levels are 
markedly up-regulated by LPS or poly I;C  stimulation of bone marrow cells in vitro 
(data not shown).  
Our results indicate that p28/CLF can exhibit IL-6-like properties on mouse B 
and plasma cells in vitro. It will be of interest to investigate whether p28/CLF 
contributes to the B cell functions retained in IL-6 KO mice and whether IL-6 and IL-
6R KO mice differ in their B and plasma cell responses (28, 32). If confirmed in 
human B and plasma cells, these observations suggest that the therapies based on the 
blockade of IL-6R (e.g. Tocilizumab administration) or the inhibition of IL-6 (e.g. 
Siltuximab administration) could differ in their effects. This might be particularly 
relevant for pathologies implying plasma cells such as Castleman's disease for which 
Tocilizumab was initially approved and Siltuximab is currently being tested (16-18, 
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FIGURE 1. The p28/CLF complex activates IL-6-dependent B9 
plasmacytoma cells. Untransfected B9 (A) or B9 stably transfected with the mouse 
IL-27Rα cDNA (B) cells were stimulated with the cytokines indicated for 30 min. 
Cells were fixed, permeabilized and STAT1 and STAT3 phosphorylation were 
assessed by flow cytometry. Filed grey histograms, unstimulated cells. C and D, 
Untransfected B9 (panel B9) or B9 stably transfected with the mouse IL-27Rα cDNA 
(panel B9-IL-27Rα) were incubated with the indicated cytokines for 72 h and the 
proliferation was measured by fluorescence using the Alamar blue test. Data are 
representative of three independent experiments. 
 
FIGURE 2. The p28/CLF induces STAT1 and STAT3 phosphorylation in IL-
27Rα-/- CD4 T-cells. CD4 T cells isolated from WT (IL-27Rα+/+) or IL-27Rα-/- mice 
were stimulated with the cytokines indicated for 15 min. Cells were fixed, 
permeabilized; STAT1 and STAT3 phosphorylation were assessed by flow 
cytometry. Filed grey histograms, unstimulated cells. MFI values of the unstimulated 
(left numbers) and stimulated cells (right numbers) are indicated. Data are 
representative of 3 independent experiments.  
 
FIGURE 3. The p28/CLF complex sustains B cell proliferation. Purified B 
cells were incubated with IL-6 (50 ng/ml) or p28/CLF (50 ng/ml) with or without 
LPS (100 ng/ml) or anti-CD40 (10 ng/ml) for 72h and proliferation was measured by 
fluorescence using the Alamar blue test. Error bars indicate the SEM of triplicated 
cultures. Statistical significance was assessed using the ANOVA test. * p < 0.05. 





FIGURE 4. The p28/CLF complex stimulates IgM, IgG2c and IgG1 
secretion. Purified B220+ cells were incubated with the indicated cytokines for 3 
days. IgM, IgG2c and IgG1 levels were assessed by ELISA. Error bars indicate the 
SEM of triplicate cultures. Statistical significance was assessed using the ANOVA 
test. * p < 0.05. Data are representative of 3 independent experiments. 
 
FIGURE 5. The p28/CLF complex induces plasma cells differentiation. A, 
Purified B cells were incubated with indicated cytokines for 3 days and stained with 
anti-B220 and anti-CD138. Fluorescence was analysed by flow cytometry. Dead cells 





are indicated. Data are representative of three independent experiments. B, Purified B 
cells were incubated with LPS (100 ng/ml) with or without IL-6 (50 ng/ml), p28/CLF 
(50 ng/ml) or IL-27 (50 ng/ml) for 72 h. The levels of Pax-5, Xbp-1, Sdc-1 and IRF-4 
mRNA were assessed by reverse-transcription quantitative PCR. Error bars indicate 
the SEM of triplicated cultures. Statistical significance was assessed using the 
ANOVA test. * p < 0.05. Data are representative of three independent experiments. 
 





 bone marrow cells. Purified B220+ cells isolated 
from bone marrow (A) and spleen (B) were stimulated with IL-6 (50 ng/ml) or 
p28/CLF (50 ng/ml) for 15 min. Bone marrow cells were stained with anti-CD138. 
Cells were fixed and incubated with either anti-pSTAT1 or anti-pSTAT3. 
Fluorescence was analysed by flow cytometry. The B200
+
 bone marrow cells 




cells. MFI values of unstimulated (left) and cytokine-stimulated (right) are indicated. 
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IL-27 is composed of the cytokine subunit p28 and the soluble cytokine 
receptor EBV-induced gene 3 (EBI3). The two subunits are required for the activation 
of IL-27R. The roles of IL-27 have been extensively investigated using single chain 
EBI3-p28 fusion proteins. IL-27 is a pleiotropic cytokine with key regulatory 
functions in inflammation. Several studies indicate that the p28 subunit of IL-27 has 
biological activities independently of EBI3. We observed previously that p28 can 
form an alternative complex with the soluble receptor cytokine-like factor 1 (CLF) 
and that p28/CLF activates cells expressing IL-6R and IL-27R. To investigate 
whether the  chain of IL-6R could functionally replace EBI3 and confer specific 
biological properties to p28, we produced a recombinant fusion protein between 
soluble (s) IL-6R and p28 structurally analogous to the single chain recombinant IL-
27. We observed that sIL-6R gives IL-6-like activities to p28 when tested for its 
effects on CD4 T cell differentiation in vitro. Unexpectedly, recombinant p28-sIL-
6R activates STAT signaling independently of IL-27R. The biological activities of 
p28-sIL-6R could be inhibited using an anti-IL-6R mAb that specifically blocks IL-
6 trans-signaling. These results indicate that the functions of the IL-27 p28 subunit 
are modulated by its cytokine receptor  chain partner. The role of the IL-27 p28 
subunit is therefore likely to be regulated by local equilibrium with its receptors, 
CLF, EBI3 and IL-6R. These results also suggest that Tocilizumab and the 







IL-27 is a cytokine composed of the type I cytokine subunit, p28 and the 
soluble cytokine receptor subunit, EBV-induced gene 3 (EBI3) (1). It activates a 
receptor comprising two signaling chains, gp130 and WSX-1 (2). WSX-1 is specific 
to IL-27R (2), while gp130 is shared with IL-6R and other receptors of the IL-6 
cytokine family (3, 4). EBI3 is required for the interaction between IL-27 and WSX-1 
(2). It is believed to play a role comparable in the activation of IL-27R to that of the 
non-signaling IL-6R chain in the recruitment and activation of gp130 by the IL-
6/IL-6R complex (2, 4, 5).  
Studies with single-chain IL-27 (a recombinant fusion protein between the IL-
27 p28 subunit and EBI3) or WSX-1 deficient mice indicate that IL-27 has, like other 
members of the IL-6 family, pleiotropic activities (6, 7). IL-27 is notably important 
for the resolution of inflammation in mice infected with Trypanosoma cruzi, 
Toxoplasma gondii and Mycobacterium tuberculosis (8-10). This suggests that, 
whereas IL-6 controls the transition from the early, predominantly neutrophilic 
inflammatory innate response to the mononuclear adaptive response (4, 11), IL-27 
has unique functions in the resolution of the latter (6, 7).  
IL-27R is expressed by T cells (1, 12). While IL-27 seems to have a redundant 
role in T cell development and homeostasis, it regulates T cell activation and CD4 T 
cell differentiation in Th1, induced T regulatory (iTreg) and Th17 cells in vitro and in 
vivo (1, 6, 7, 12), with marked beneficial effects in some Th17-dependent 
autoimmune mouse models such as the experimental autoimmune encephalomyelitis 
(EAE) model of multiple sclerosis (MS). Of note, IL-27 can also play pro-
inflammatory roles, for example by affecting Treg differentiation (6, 13, 14).   
Recent results indicate that, like the cardiotrophin-like cytokine (CLC) subunit 




secreted without EBI3 and that it has biological activities independent of EBI3 (16-
19). We observed that p28 can form an alternative complex with the soluble cytokine 
receptor CLF and that this complex could activate tranfectants co-expressing IL-6 and 
IL-27 receptors (16). While these results suggest that the IL-27 p28 subunit can act as 
an agonist, studies with recombinant p28 expressed in bacteria and transgenic mice 
overexpressing p28 in T and B cells point toward antagonist effects of p28 on the 
gp130 subunit of IL-6R (18). To further investigate whether the p28 subunit of IL-27 
can form, along with IL-6R a cytokine  chain-cytokine complex with activating 
properties, we generated a soluble IL-6Rp fusion protein (hereafter referred to 
as p28-sIL-6R) structurally analogous to the EBI3-p28 fusion protein used to 
investigate the biological activities of IL-27 (1, 6, 7). This fusion protein is also 
similar to hyper-IL-6, the sIL-6R-IL-6 fusion protein extensively employed to study 
the activities and roles of the sIL-6R/IL-6 complex (4). In this study, we compared 




Materials and Methods 
 
Experimental animals 
All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines 
and were approved by the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal. 
Six- to height-weeks-old female C57BL/6 mice were purchased from Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME.  
 
Expression and isolation of recombinant proteins  
The construct for the expression of mouse hyper-IL-6 was described previously (16). 
For the production of the p28-sIL-6R fusion protein, the plasmid used earlier for the 
expression of mouse hyper-IL-6 was modified by replacing the IL-6 cDNA by the 
sequence coding for aa 29 to 234 of the IL-27 p28 subunit. The p28 cDNA used 
(RIKEN clone I830047N17), was obtained from the FANTOM Consortium, The 
Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN, Saitama, Japan) Genome 
Exploration Research Group (provided by K.K. DNAFORM, Ibaraki, Japan). It was 
modified in 3’ with a sequence encoding for a Myc epitope (EQKLISEEDL) and 
12xHis. To generate bicistronic vectors encoding mouse sIL-6R or sIL-13R2 
(accession number U65747) and p28, the cDNAs encoding the extracellular domains 
of mouse IL-6R (16) or of IL-13R2 (aa 1-332) were fused to sequences coding for 
a myc epitope, a T2A “self-cleaving” peptide (EGRGSLLTCGDVEENPGP) 
followed by the mouse p28 cDNA fused in 3’ to a sequence coding for a protein C 
epitope (EDQVDPRLIDGK) and 6xHis. To obtain constructs coding for tagged p28 
and sIL-6R, the cDNA segments coding for the proteinC/6xHis-tagged p28 and 
myc-tagged sIL-6R were amplified by PCR. All cDNA derivatives were recloned in 




DNA sequencing. Recombinant proteins were expressed and purified under LPS free 
conditions as described previously (16). Recombinant proteins were quantified using 
tagged mouse CNTF (20) as standard and anti-penta His mAb (Qiagen) or anti-
proteinC (HPC4; Roche Applied Sciences, Laval, QC) mAbs.  
 For co-immunoprecipitation, recombinant protein containing cell culture 
medium (750 l aliquots) were incubated with 40 l of NiNTA agarose (Qiagen) for 
2h at 4°C. Resin was washed twice with 750 l of 300 mM NaCl, 50 mM sodium 
phosphate, 20 mM imidazole pH 8.0. Bound proteins were eluted in 80 l of 300 mM 
NaCl, 50 mM sodium phosphate, 500 mM imidazole and analyzed by Western blot 
using anti-proteinC and anti-myc (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) mAbs. 
 
Generation of stable B9 transfectants  
The cDNA coding for mouse WSX-1 (IMAGE ID 1244998; Open 
Biosystems) was re-cloned in the expression vector pMG (InvivoGen, Cedarlane, 
Burlington, ON). Linearized plasmids were transfected by electroporation in B9 cells 
(21). Stable transfectants were selected using hygromycin (1 mg/ml). Clones were 
expanded using mouse IL-6 (1 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN) and selected 
for proliferation in response to mouse IL-27 (10 ng/ml R&D Systems). 
 
Measurement of STAT1 and STAT3 activation by flow cytometry  
B9 cells were serum- and cytokine-starved for 4 hours. Mononuclear cells 
isolated from lymph node and spleen or B9 cells were activated for 15 min or 30 min 
respectively at 37°C with mouse IL-27 (50 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), hyper-IL-6 (50 
ng/ml) or p28-sIL-6Rng/ml). Cells were fixed and stained as described 




(BD Biosciences). Data were analyzed with the FlowJo software (Tree Star, Ashland, 
OR). 
 
Proliferation assays  
C57BL/6 spleen and lymph node CD4 T cells were purified by magnetic 
negative bead-selection according to manufacturer’s instructions (StemCell 
Technologies Inc. Vancouver, BC). Purified CD4 T cells or B9 and B9-WSX-1 cells 
(5x10
3
 cells/well in 96 well plates) were incubated in triplicates with the indicated 
dilutions of recombinant proteins for 72 h in Iscove’s modified Dulbecco’s medium 
(T cells) or in RPMI-1644 medium (B9 cells) supplemented with 5% FBS. When 
used, the purified 25F10 mAb (22) or its isotype IgG1 control were used at a final 
concentration of 5 g/ml. Proliferation was measured using an Alamar blue 
fluorometric assay as described previously (16).  
 
CD4 T cell differentiation assays  
Purified CD4 T cells were plated in 96-well round-bottomed plates (Corning, 
Lowell, MA) at a density of 5x10
6
 cells per ml. Cells were stimulated with plate-
coated anti-CD3 and soluble anti-CD28 (both at 1 g/ml; BD Biosciences). Cultures 
were supplemented with anti-IFN- and anti-IL-4 (both at 10 g/ml; BD 
Biosciences). IL-17 production was induced using human TGF- (1 ng/ml; Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO) and IL-6 (10 ng/ml; R&D Systems). When added, IL-27 
(R&D Systems) and p28-sIL-6R were used at 100 ng/ml. CD4 T cells were 
supplemented with fresh medium and reagents at day 3. After 96h of culture, cells 
were restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 g/ml) for 4h. During the 
last 2 h, cytokine secretion was blocked with brefeldin A (5 g/ml). Cells were 




Cells were washed and fixed with formaldehyde (2%) for 30 min at room 
temperature. Cells were permeabilized with saponin (0.5%) and stained with 
allophycocyanin (APC)-labeled anti-IFN- (BD Biosciences) and PE-labeled anti-IL-
17 (eBiosciences) or with APC-labeled anti-IL-10 (BD Biosciences) for 1 h at room 
temperature. Fluorescence was measured using a FACSCalibur and data were 
analyzed with the FlowJo software. 
 
Hydrodynamic transfection with IL-6 and p28-sIL-6R cDNAs 
The IL-6 and p28-sIL-6R cDNA were recloned in the mammalian 
expression vector pcDNA5 (Invitrogen). LPS free plasmid DNA was purified using 
an endotoxin-free plasmid isolation kit (Qiagen) according to manufacturer’s 
instructions. Groups of 5-7 C57BL/6 mice were injected in the tail with 50 g of 
empty or cytokine cDNA-containing plasmids under hydrodynamic transfection 
conditions (23). Briefly, the plasmids were diluted in Ringer’s solution to a final 
volume corresponding to 10% of mice weight. Injections were performed by a 
blinded operator in 5s in mice subjected to gaseous anesthesia with isoflurane (2-3%) 
in oxygen. Mice were sacrificed at day 9 and bone marrow, thymus, spleen and 
lymph nodes were isolated and weighted. Thymocytes and peripheral mononuclear 
cells were isolated, counted and stained with FITC-labeled anti-CD4, PE-Cy7-labeled 
anti-CD8, APC-labeled anti-CD25 and PE-labeled anti-CD44; or PE-labeled anti-







Recombinant sIL-6R and p28 can form a complex 
We previously observed that mouse p28/CLF can bind to transfectants 
expressing IL-6RAs these experiments were performed with transfected 
HEK-293 cells expressing endogenous human gp130 and WSX-1 (24), CLF, gp130 
and WSX-1 could contribute to the observed binding. We therefore analyzed whether 
sIL-6R could form a complex with recombinant p28 in the absence of these 
potential partners. We used tagged mouse IL-6 as a positive control. As we intended 
to produce p28-sIL-6Rusing stable transfectants in the insect cell line HighFive, we 
performed our analysis using proteins expressed in this system. Recombinant 
cytokines and soluble receptors tagged, with the protein C and 6xHis or the myc-
epitope respectively, were mixed (Fig. 1 lanes 4 and 5) or co-expressed using a 
bicistronic cDNA and a sequence coding for a T2A “auto-cleavable” peptide (25) 
(Fig. 1, lane 6 and 7). When either p28 or IL-6 was isolated from cell culture media 
containing soluble IL-6R (sIL-6R) by immobilized metal affinity chromatography 
(IMAC), co-precipitation of the soluble receptor could be detected (Fig. 1 lower 
panel). No complex could be observed when the p28 IL-27 subunit tagged derivative 
was co-expressed with a soluble derivative of mouse IL-13R2 (Fig. 1 lane 7). These 
results indicate that recombinant p28 subunit expressed in insect cells can form a 
complex with sIL-6R in the absence of CLF, gp130 or WSX-1.  
 
The p28 IL-27 subunit fused to soluble IL-6R forms a complex that is 




We next produced a chimeric protein comprising the extracellular domain of 
the mouse IL-6R chain covalently linked to the sequence of the mature form of the 
p28 IL-27 subunit by a flexible polypeptide linker, mirroring the structure of the 
recombinant IL-27 used in this study. The p28-sIL-6Rcomplex was tagged with the 
protein C and 6xHis epitopes and purified by affinity chromatography. An analogous 
IL-6-sIL-6R chimeric protein (hyper-IL-6) was expressed and purified in parallel. 
Both p28-sIL-6R and hyper-IL-6 induced phosphorylation of STAT1 and STAT3 in 
mouse CD4 and CD8 T cells comparable to that induced by IL-27 or IL-6 (Fig. 2 A 
and B). This indicated that the recombinant complexes were biologically active. The 
p28-sIL-6Rcomplexcould also increase the proliferation of CD4 T cells induced by 
a combination of anti-CD3 and anti-CD28 mAbs (Fig. 2C).  
 
p28-sIL-6R and IL-27 differ in their effects on CD4 T cells differentiation in 
vitro  
Complexes between type I cytokines and non-signaling cytokine receptor  
chains recruiting identical receptor signaling chains can have very distinct immune 
functions. This was observed for IL-2 and IL-15, which activate receptors comprising 
different  chains (CD25 or CD215, respectively) but identical signaling chains (IL-
2R and C) (26). These two cytokines can have opposite effects on T cells (26). 
Among the cytokines belonging to the IL-6/IL-27 family, a comparable situation was 
described for IL-11 and IL-6. These cytokines, which bind IL-11R and IL-6R 
respectively, both signal by activating gp130; they can nevertheless have markedly 
different functions (27-31). We therefore investigated whether sIL-6R and EBI3 
could form complexes with p28 having distinct biological activities.  
IL-27 and IL-6 have different effects on Th17 differentiation in vitro: IL-6, in 




We therefore compared the effects of p28-sIL-6R with those of IL-27, IL-6 and 
hyper-IL-6 on the production of IL-17 by CD4 T cells activated with anti-CD3 and 
anti-CD28 (Fig. 3A). As expected the combination of IL-6 and TGF-induced IL-17 
production in a large fraction of the CD4 T cells while the proportion of cells 
expressing IFN- was decreased when compared to control cultures (Fig. 3A). 
Interestingly, a similar induction of IL-17 expression could be observed when cells 
were stimulated with TGF- in the presence of hyper-IL-6 or p28-sIL-6R (Fig. 3A). 
IL-27 alone or in combination with TGF- induced a strong expression of IFN- 
while inhibiting IL-17 expression (Fig. 3A). IL-27 also markedly reduced the 
induction of IL-17 expression induced by the combination of TGF- and IL-6, TGF- 
and hyper-IL-6 or TGF- and p28-sIL-6RFig. 3B). Altogether, these results 
suggest that the sIL-6R chain fused to p28 forms a complex with IL-6-like 
properties with regard to the differentiation of Th17 cells in vitro.  
Both IL-27 and IL-6 can induce IL-10 expression in CD4 cells, IL-27 being 
markedly more potent in vitro than IL-6 (33-35). We therefore compared the effect of 
p28-sIL-6R, IL-27, IL-6 and hyper-IL-6 on the induction of IL-10 expression by 
CD4 T cells (Fig. 4A). While IL-27 alone or in combination with TGF- lead to the 
induction of IL-10 expression in 15 to 19% of the cells, a much lower cell fraction 
(up to 7%) produced this cytokine upon activation in the presence of either p28-sIL-
6R, IL-6 or hyper-IL-6 (Fig. 4A). The effect of IL-27 was dominant over that of the 
other cytokines tested (Fig. 4B). These results indicate that, as observed for IL-17 
expression, the influence of the p28-sIL-6R fusion protein on CD4 T cell cytokine 
production was closer to that of IL-6 or hyper-IL-6 than to IL-27. 
 




These results could indicate that IL-6R chain and EBI3 form, along with the 
IL-27 p28 subunit, complexes that trigger distinct and different signals through IL-
27R. This situation would be reminiscent to the one observed when the IL-2R and c 
signaling chains are activated by the IL-2/CD25 and IL-15/CD215 complexes (26). 
An alternative explanation would be that the two composite cytokines recruit 
different receptor signaling chains. We compared the biological activities of the two 
composite cytokines using the IL-6-dependant B9 mouse plasmacytoma cell line (21) 
(Fig 5A). Interestingly, while p28-sIL-6R induced the proliferation of B9 cells, IL-
27 had no effect on this cell line. In this assay however, p28-sIL-6R was less potent 
than either IL-6 or hyper-IL-6 (Fig. 5A). Transfection with full length WSX-1 cDNA 
rendered the B9 cells responsive to IL-27 without increasing their sensitivity to p28-
sIL-6R(Fig. 5B)These results indicate that p28-sIL-6R can activate B9 cells 
independently of WSX-1. In line with this observation, activation of STAT1 and 
STAT3 could be detected in IL-6-starved B9 cells stimulated with p28-sIL-6R by 
phosflow (36) using antibodies specific for the phosphorylated forms of this STAT 
(Fig. 5C). The difference between unstimulated and cytokine-stimulated cells was 
however weak, as B9 cells could not be starved of IL-6 and serum for more than 4h 
without a marked decrease in viability (data not shown). No response was detected in 
B9 cells stimulated with IL-27. Overall, these observations would suggest that, like 
IL-6, p28-sIL-6R signals through gp130. The contribution of another cytokine 
receptor chain spontaneously expressed by B9 cells could not however be excluded. 
 
The anti-IL-6R mAb 25F10 inhibits the activation of the B9 plasmacytoma 
cells by the p28-sIL-6R complex  
The activities of the p28-sIL-6R complex on CD4 T cells and B9 cells are 




used to study the biological roles of IL-6/sIL-6R (4). We therefore tested the effects 
of the anti-IL-6R mAb 25F10, which specifically inhibits IL-6 trans-signaling (i.e. 
the recruitment and activation of the gp130 signaling chain by the soluble IL-6/IL-
6R complex) (22). In order to perform the assay with an excess of blocking anti-IL-
6Rversus sIL-6R, we tested the effect of mAb 25F10 using cytokine 
concentrations selected to be below those leading to B9 cell proliferation plateaus 
(Fig. 5A and B). As anticipated, mAb 25F10 had only a marginal effect on B9 cell 
activation by IL-6 (Fig. 6A), but potently inhibited cell proliferation in response to 
hyper-IL-6 (Fig. 6B) Of note, p28-sIL-6Rinduced proliferation was also 
markedly reduced (Fig 6C). As the mAb 25F10 is specific for IL-6R(22), these 
results indicate that this subunit is implicated in the recruitment of the receptor 
signaling chains by the p28-sIL-6R complex.   
 
Expression of the p28-sIL-6Rcomplex in vivo perturbs T cell homeostasis 
Overproduction of IL-6 in transgenic mice affects T cell lineage development, 
leading to increased splenocyte numbers (37). We therefore compared the effect of 
transient systemic expression of IL-6 and p28-sIL-6R in mice on the numbers of 
thymocytes and of CD4, CD8 and CD19 cells in spleen and lymph nodes (23). While 
no statistically significant differences in the number of CD4, CD8 and CD19 cells 
could be observed in peripheral organs (data not shown), an increase in the total 
number of double positive and single positive CD4 and CD8 thymocytes was 
detected in mice subjected to hydrodynamic transfection with the cDNA coding for 
the p28-sIL-6 fusion protein (Fig. 7). These results indicate that p28-sIL-6R is 








The p28 subunit is a four helix bundle type I cytokine of the IL-6 family 
known to form, along with the soluble cytokine receptor EBI3, the composite 
cytokine IL-27 (1). While IL-27 is considered to be a member of the IL-12 family (1, 
7, 38), IL-27 and IL-12 differ in several of their major characteristics: while IL-12 is 
stabilized by a disulfide bridge covalently linking p35 and p40, the activity of the IL-
27 complex relies on the binding between the site I of p28 and the cytokine binding 
domain of EBI3 (1, 6, 7, 38). Therefore, unlike IL-12, IL-27 is labile and its 
biological activities have been investigated using recombinant single-chain 
derivatives in which the complex is stabilized by a flexible polypeptide linker (1, 6, 7, 
38). Another striking difference between the IL-12 p35 and the IL-27 p28 subunits is 
that the latter can be secreted alone and is biologically active (17-19). We observed 
that p28 forms, along with the soluble cytokine receptor CLF, a complex which 
activates transfectants co-expressing IL-6R and IL-27R (16). This led us to 
hypothesize that p28 is a ligand for a receptor comprising IL-6R, WSX-1 and gp130 
(16). To further investigate whether IL-6R could replace EBI3 to form an 
alternative complex able to recruit WSX-1 and gp130, and to analyze the biological 
activities conferred to p28 by IL-6R, we produced a fusion protein between the 
extracellular domain of this receptor and p28. This fusion protein is structurally 
similar to recombinant IL-27 or to hyper-IL-6, the fusion proteins used to investigate 
the functions of IL-27 and of IL-6 trans-signaling (1, 4). The p28-sIL-6R complex 
was active on T cells: it induced STAT1 and STAT3 phosphorylation and increased 
CD4 T cell proliferation. Interestingly, IL-6R conferred IL-6-like properties to p28 
on CD4 T cell differentiation in vitro: unlike IL-27 but resembling IL-6, p28-sIL-6R 
in conjunction with TGF- induced the production of IL-17 and inhibited the 




show that the p28-sIL-6R complex could activate cells that were unresponsive to 
IL-27, indicating that WSX-1 is not essential for the activation of cells by the p28-IL-
6R-complex. This suggests that the differences between the biological activities of 
IL-27 and p28-sIL-6R are not due to differences in the mode of activation of IL-27R 
but are due to absence of WSX-1 recruitment by the latter. This implies that the 
biological activities of p28 mediated through IL-6R are unlikely to be impaired in IL-
27R deficient cells or in WSX-1 knock-out mice widely used to investigate the role of 
IL-27 (6, 7, 12).  
We tried to further exclude the recruitment of WSX-1 by comparing WSX-1 
phophorylation in B9 transfectants stimulated with IL-27 and p28-sIL-6R. 
Unfortunately the difference in WSX-1 phophorylation between unstimulated and IL-
27 stimulated cells was low, precluding conclusive results (data not shown).  
The involvement of IL-6R in the recruitment of the receptor signaling chains 
by p28-IL-6R could be verified using a blocking anti-IL-6R mAb previously 
selected for its ability to prevent gp130 activation by hyper-IL-6 and shown to block 
IL-6 trans-signaling in vitro and in vivo (22). These results indicated that the 
emerging class of therapeutic mAbs antagonizing IL-6 in inflammatory and 
autoimmune diseases by targeting IL-6Rsuch as the FDA-approved drug 
tocilizumab (39, 40) could also influence the biological activity of p28 mediated 
through the IL-6R.  
Biological activity of the p28-IL-6R complex on T cells in vivo could be 
demonstrated in mice subjected to hydrodynamic transfection with a p28-sIL-6R 
cDNA, an approach leading to systemic exposure of the cytokine (23): In p28-sIL-
6R transfected mice, an increase in the number of double positive and single 
positive thymocytes was detected. Interestingly, the observation that p28-sIL-6R 




indicating that transgenic overexpression of p28 in lymphocytes leads to a marked 
increase in T cell numbers while co-overexpression of p28 and EBI3 (to generate IL-
27) resulted in lymphopenia (14).  
While these results and our previous observations regarding the activities of 
the p28/CLF complex might appear at odds with recent reports regarding a role of 
p28 as an IL-6 antagonist (18, 19), the discrepancy might be linked to the properties 
of CLF: the antagonist effect of recombinant p28 is believed to be linked to a low 
affinity interaction between the site III of p28 and the Ig-like domain of gp130 (18) 
which would antagonize IL-6 by preventing the recruitment of one of the two gp130 
chains in the IL-6/IL-6R/gp130 complex (18). As CLF, unlike cytokine receptor  
chains, binds the site III of its cytokine partners ((41) and unpublished results), the 
low affinity interaction between p28 and gp130 involved in this antagonist effect is 
likely to be prevented by CLF in the p28/CLF complex. In the case of the p28-sIL-
6Rcomplex used in the present study, the formation of an initial complex between 
p28 site II and the cytokine binding domain of gp130 is likely to be favored by the 
presence of the IL-6R chain according to current models of receptor activation by 
IL-6 and IL-27 (2, 4, 5, 42). This would result in the agonist effect observed. 
Interestingly, our results might explain some of the discrepancies between the 
roles of IL-27 and p28 in the EAE model of MS. While IL-27 has markedly 
beneficial effects in EAE and EAE symptoms are exacerbated in WSX-1 deficient 
mice (17, 43, 44), blocking p28 with Abs has been shown to aggravate EAE (45). 
Knowing that IL-6 plays a detrimental role in EAE (29-31), the observed effect of 
p28 blockade could be due to p28 pro-inflammatory activities mediated through IL-
6R rather than IL-27R. Our results also suggest that the biological activity of the p28 
IL-27 subunit might be controlled by the local concentrations of its soluble and/or 
membrane receptor partners such as EBI3, CLF and IL-6R. Therefore the properties 




diseases (6, 7, 46-48) could be modulated to a therapeutically suitable activity by the 
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FIGURE 1. The p28 IL-27 subunit can form a complex with soluble IL-6R. 
(A) Transfectant culture medium containing tagged mouse p28, IL-6, sIL-6R or sIL-
13R alone or in combination were subjected to IMAC. Proteins were analyzed by 
Western blot using mAbs specific for the protein C (ProtC) or the myc epitope tags. 
Lanes + correspond to co-immunoprecipitations of a mix of culture medium 
containing the indicated recombinant proteins. Lanes / indicate immunoprecipitation 
of proteins co-expressed using bicistronic vectors with a TA “auto-cleaving” peptide. 
WB, Western Blot; IP, Immunoprecipitation.  
 
FIGURE 2. The p28-sIL-6R complex increases phosphorylation of STAT1, 
STAT3 and proliferation in T cells. (A and B). Mouse mononuclear cells were 
stimulated with the indicated cytokines for 15 min, then fixed, permeabilized and 
double-labeled for either CD8 or CD4 and phosphoSTAT1 or phosphoSTAT3. STAT 
phosphorylation was assessed by flow cytometry. Filled gray histograms, 
unstimulated cells. MFI values of unstimulated (left) and cytokine-stimulated cells 
(right) are indicated in the histograms. (C) Purified CD4 T cells were stimulated with 
anti-CD28 and immobilized anti-CD3 alone or in the presence of the indicated 
cytokines for 3 days. Proliferation was measured by fluorescence using the Alamar 
blue test. Errors bars indicate the SEM of triplicate cultures. Data are representative 
of 3 independent experiments.  
 
FIGURE 3. The p28-sIL-6R complex induces IL-17 production in CD4 T 
cells. Purified CD4 T cells were stimulated with anti-CD28 and immobilized anti-




ng/ml) for 4 days. The cell culture medium comprised a combination of blocking 
anti-IL-4 and anti-IFN- Abs. Cells were restimulated with ionomycin and PMA for 
4h, fixed, permeabilized, stained with anti-CD4, anti-IFN- and anti-IL-17 and 
analyzed by flow cytometry. Brefeldin A was added for the last 2h. IL-6, hyper IL-6, 
p28-sIL-6R and TGF- were used at 20, 100, 100 and 2 ng/ml, respectively. The 
percentage of positive cells are indicated the histograms. Data are representative of 3 
independent experiments.  
 
FIGURE 4. The p28-sIL-6Rcomplexand IL-27 differ in their effects on IL-
10 production by CD4 T cells. Purified CD4 T cells were treated as described in Fig. 
3, stained with anti-CD4 and anti-IL-10 and analyzed by flow cytometry. The 
percentage of positive cells are indicated the histograms. Data are representative of 3 
independent experiments.  
 
FIGURE 5. The p28-sIL-6Rcomplex activates IL-6-dependent B9 
plasmacytoma cells. (A and B), untransfected B9 or B9 stably transfected with the 
mouse WSX-1 cDNA were incubated with the cytokines indicated for 72 h and 
proliferation was measured by fluorescence using the Alamar blue test. Errors bars 
indicate the SEM of triplicate cultures. (C), B9 cells starved from IL-6 for 4h and 
stimulated with the indicated cytokines for 15 min were fixed, permeabilized and 
stained with anti-phosphoSTAT1 or anti-phosphoSTAT3. STAT phosphorylation was 
assessed by flow cytometry. Filled gray histograms, unstimulated cells. MFI values of 
unstimulated (left) and cytokine-stimulated (right) are indicated in the histograms. 





FIGURE 6. The anti-IL-6R mAb 25F10 inhibit B9 proliferation induced by 
p28-sIL-6Ror hyper-IL-6. B9 cells were incubated with the cytokines indicated 
alone, in the presence of the mAb 25F10 (5 g/ml) or its isotype control (IgG1; 5 
g/ml) for 72 h and proliferation was measured by fluorescence using the Alamar 
blue test. Errors bars indicate the SEM of triplicate cultures. Data are representative 
of 3 independent experiments. 
 
FIGURE 7. Transient in vivo overexpression of p28-sIL-6Ra increases 
thymocyte numbers. Groups of 5 to 7 mice were injected in the tail with empty 
pcDNA5 plasmid (white histograms), pcDNA5 mIL-6 (gray histograms) or pcDNA5 
p28-sIL-6Rblack histograms) under conditions leading to hydrodynamic 
transfection. Thymus, spleen and lymphoid organs were isolated at day 9, counted 
and stained with anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-CD44 and anti-B220. Errors 
bars indicate the SEM of triplicate cultures. Statistical significance was assessed 
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IL-6 is a pleiotropic cytokine which emerged recently as a key regulator of 
CD4 T cell function. IL-6 alone or in combination with other cytokines promotes T 
helper 1, T helper 17 and T follicular helper cell differentiation whilst inhibiting the 
induction of regulatory T cells. IL-6 activates multiple pathways among which 
JAK/STAT3 is the most clearly validated in the control of CD4 T helper 
differentiation. Activation of STAT5 by cytokines such as IL-2 can counteract IL-6-
induced T helper 17 and T follicular helper cell differentiation and promote the 
induction of regulatory T cells. STAT5 and STAT3 are known to compete for 
promoter binding sites in CD4 T cells and the two transcription factors are believed to 
have opposite functions in the control of CD4 T cell differentiation.  
Methods 
We analysed IL-6-induced STAT1, 3 and 5 activation by flow cytometry 
(phosflow) in mouse mononuclear cells and its effect on the level of the mRNA 
coding for cytokine-inducible SH2-containing protein (CIS).  
Results  
The results show that IL-6 also induces STAT5 activation in both CD4 and 
CD8 T as well as NK cells. Analysis of STAT5 phosphorylation in CD4 T cells 
indicates that it is transient and requires higher cytokine concentrations than that of 
STAT3. CD4 T cell stimulation with IL-6 induces the synthesis of CIS, which is 





Thus, IL-6 at concentrations corresponding to levels observed in the serum 
during inflammation may activate, in CD4 T cells, a STAT5-negative feedback loop 
which alters the balance between STAT3-dependent pro-inflammatory helper T cells 
and STAT5-induced T regulatory cells. STAT5 activation may modulate the 
differentiation of T helper cells through attenuation of TGF- stability and 
production. Since STAT5 is directly activated by Janus kinases, therapeutic 
approaches designed to inhibit STAT3 activation or to recruit STAT3 phosphatases 
may be useful in altering the balance of activated STAT3 and STAT5 in favor a 
profile that would be beneficial in pathologies involving IL-6.   
 






IL-6 is a cytokine extensively characterized for its role in the maturation of B 
cells [1] and the induction of the acute phase response [2, 3]. This role has been 
illustrated in IL-6-deficient mice that have a markedly impaired response to infection 
and lack the liver-induced acute phase response to infection and trauma [4]. During 
acute inflammation, IL-6 has a unique function in driving the transition from the 
early, predominantly neutrophilic innate response to the mononuclear adaptive 
response [5]. Recently, IL-6 has also emerged as a signal promoting the development 
of pro-inflammatory CD4 T cell helper (Th), Th17 [6-10] and follicular T helper 
(Tfh) cells [11, 12] and as an inhibitory signal for the differentiation of Th1 [13] CD4 
T regulatory (Treg) cell subsets [6, 14]. Besides their important roles in host defense, 
Th17 cells have been associated with several autoimmune and inflammatory 
disorders such as rheumatic diseases, multiple sclerosis and inflammatory bowel 
diseases [7, 15]. Tregs are central to the maintenance of peripheral immune tolerance 
and deficiencies in this population lead to devastating autoimmunity in both mice and 
human [16, 17]. 
Inhibition of IL-6 is a promising therapeutic avenue which has been 
extensively investigated in preclinical models of inflammatory and auto-immune 
diseases [18-20]. This has led to the development of humanized and fully human 
antibodies (Abs) directed against both IL-6 [21] and IL-6R such as tocilizumab [22, 
23]. This antibody has been tested in clinical trials for the treatment of Castelman’s 
disease [24], rheumatoid arthritis [25-27], juvenile idiopathic arthritis [28] and 
Crohn’s disease [29]. It has been approved by Japanese, European and US regulatory 




IL-6 signals through a receptor comprising the non-signaling IL-6R chain 
and gp130 [31]. This leads to the activation of several signaling pathways among 
which Janus kinase (JAK) / signal transducers and activators of transcription 3 
(STAT3) is the most validated in the control of CD4 Th differentiation [32-35] and in 
IL-6 mediated pathologies [31, 36-39]. The IL-6 receptor  chain is shared by IL-6 
and ciliary neurotrophic factor while gp130 is a common signaling component in 
other cytokine receptors such as IL-11, leukemia inhibitory factor, ciliary 
neurotrophic factor, cardiotrophin-1, oncostatin M, cardiotrophin-like cytokine, 
neuropoietin, IL-27 and IL-35 [31, 40-42].   
Soluble forms of IL-6R have been found in various body fluids [20, 31]. 
They are generated by metalloproteinase cleavage of the membrane form of IL-6R 
or by the translation of an mRNA encoding a secreted IL-6R generated by 
alternative splicing [20, 43, 44]. These soluble forms bind IL-6 and activate cells 
expressing only gp130, a process known as trans-signaling [20, 31]. As expression of 
IL-6R is very restricted whereas the expression of gp130 is ubiquitous, IL-6 trans-
signaling plays a crucial role in mediating IL-6 functions during inflammation [20, 
31, 45].  
The IL-6-mediated induction of Th17 and Tfh differentiation can be inhibited 
by IL-2 via STAT5 [46, 47]. STAT5 is believed to compete with STAT3 and to 
repress STAT3 target promoters [48, 49]. Surprisingly, we observed that IL-6 induces 
STAT5 activation in mouse T cells in vitro. In CD4 T cells this was paralleled by the 
up-regulation of cytokine-inducible SH2-containing protein (CIS) mRNA which is 
encoded by a gene regulated by STAT5. These results suggest an unexpected level of 
complexity in the activation of the STAT signaling pathways activated by IL-6 in 




2. Materials and Methods. 
 
2.1 Experimental animals 
All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines 
and were approved by the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal. 
Six- to eight-week-old female C57BL/6 mice were purchased from Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME.  
 
2.2 Expression and isolation of recombinant proteins  
The construct for the expression of mouse hyper-IL-6 was described previously [50]. 
Recombinant proteins were expressed and purified under conditions ensuring the 
absence of endotoxin contamination [50] and quantified by Western blot analysis 
using 6 His and protein C epitope-tagged mouse CNTF [51] as standard and anti-
penta His (Qiagen Inc. Toronto, ON) or anti-protein C (HPC4; Roche Applied 
Sciences, Laval, QC) monoclonal antibodies (mAbs).  
 
2.3 Measurement of STAT1, STAT3 and STAT5 activation by flow cytometry  
Mononuclear cells isolated from spleen by centrifugation on Histopaque 1083 
(Sigma-Aldrich Canada Ltd, Oakville, ON) were activated for 15 min to 1 h at 37°C 
with mouse IL-27 or IL-6both at ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN). Cells 
were fixed with 2% formaldehyde for 10 min at 37°C and permeabilized in ice-cold 
Perm-III (BD Biosciences, Mississauga, ON) as described previously [50]. Cells were 
stained with either FITC-labeled anti-phospho-STAT1 (Y701) or FITC-labeled anti-
phospho-STAT3 (Y705) mAbs (all from BD Biosciences) and fluorescence was 
analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur (BD Biosciences). For the analysis 




labeled anti-CD4, PE-labeled anti-CD8 or PE-labeled anti-NK1.1 (all from BD 
biosciences). Data were analyzed using the FlowJo software (Tree Star, Ashland, 
OR). 
 
2.4 Measurement of STAT1, STAT3 and STAT5 activation by Western blot  
CD4 T cells were isolated from mouse spleen mononuclear cells by magnetic 
bead separation according to the manufacturer’s instructions (StemCell Technologies 
Inc. Vancouver, BC). The purity was routinely >97% as indicated by flow cytometric 
analysis. CD4 T cells were stimulated at a concentration of 5 x 10
6
 cells/ml for 15 
min at 37°C with mouse IL-27 or IL-6all at ng/ml). Cells were then analyzed by 
Western blotting using anti-phospho-STAT5 and anti-STAT5 mAbs (Cell Signaling 
Technology, Inc. Danvers, MA) or anti-actin (BD Biosciences). 
 
2.5 Analysis of transcription factors expression by quantitative RT-PCR 
CD4 T cells were plated in 96-well round-bottom plates (BD Biosciences) at a 
density of 5 x 10
6
 cells/ml in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Invitrogen) 
supplemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 1% non-essential amino acids, 100 
U/ml penicillin and 100 g/ml streptomycin. When added, IL-6, IL-27 and IL-15 
(Peprotech, Rocky Hill, NJ) were used at 50 ng/ml. After 3 days of stimulation, total 
RNA was extracted using a RiboPure kit (Ambion, Invitrogen, Burlington, ON) 
following the manufacturer’s protocol. Single-stranded cDNA were synthesized by 
reverse transcription using 1 g of total RNA and random priming [52]. CIS mRNA 
levels were quantified by quantitative reverse transcription-PCR at the genomic 
platform of the Institute for Research in Immunology and Cancer (IRIC, Montreal, 





2.6 Proliferation assays  
Purified CD4 T cells (5 x 10
3
 cells/well in 96 well plates) were incubated in 
triplicates with the indicated concentrations of IL-6, IL-15 or IL-27 for 72 h in 
Iscove’s modified Dulbecco’s medium supplemented with 5% FBS. Proliferation was 
measured using an Alamar blue fluorometric assay as described previously [50]. 
 
2.7 Generation of polyclonally activated CD4 T cells 
Spleen and lymph node mononuclear cells were depleted from CD8 and NK 
cells using magnetic beads according to the manufacturer’s instructions (StemCell 
Technologies Inc.). Cells were incubated with or without plate-coated anti-CD3 and 
soluble anti-CD28 Abs (both at 1 µg/ml, BD Biosciences) for 48 h, extensively 
washed and serum-starved for 4 h. Stimulation with IL-6 or IL-27 and subsequent 






3.1 IL-6 induces STAT5 phosphorylation in resting T cells. 
IL-6 is known to induce STAT1 and STAT3 phosphorylation in IL-6R 
expressing immune cells [31, 54]. Unexpectedly, we observed that this cytokine can 
also induce STAT5 phosphorylation in a fraction of mouse spleen mononuclear cells 
(Fig. 1A). Hyper-IL-6, a soluble IL-6R-IL6 fusion protein, can be used to induce 
IL-6 trans-signalling, which is mediated by soluble IL-6R-IL6 complexes binding 
and activating cells expressing only gp130 [20, 31, 54]. STAT5 phosphorylation was 
induced in a larger fraction of the mouse spleen cells incubated with hyper-IL-6 (Fig. 
1A). Comparison of the data obtained with IL-6 and hyper-IL-6 (Fig. 1A) indicates 
that both cis and trans-signalling can trigger STAT5 phosphorylation in immune 
cells. The level of STAT5 phosphorylation induced by IL-6 was higher than that 
observed upon activation by IL-27, a cytokine known to activate multiple 
STATsincluding STAT5 in immune cells [55].  
STAT5 and STAT3 can compete for promoter binding sites in CD4 T cells 
and the two transcription factors are believed to have opposite functions in 
controlling CD4 T cell differentiation activation [48, 49]. For example, IL-2-induced 
STAT5 activation is known to inhibit the differentiation of Tfh and Th17 induced by 
either IL-6 or IL-6 plus transforming growth factor beta (TGF-β), respectively [46, 
47, 56]. To determine whether STAT5 was activated by IL-6 in CD4 T cells, we 
analysed STAT5 phosphorylation by phosflow in CD4, CD8 and NK1.1 positive 
cells. We observed that IL-6 induces STAT5 phosphorylation in both CD8 and CD4 
T cells (Fig. 1B). To investigate whether the induction of STAT5 phosphorylation 
observed results from a direct effect of IL-6 on CD4 T cells and to verify the results 




cells and analysed STAT5 phosphorylation by Western blot. The results of the 
Western blot analysis (Fig. 1C) confirm the IL-6 induced up-regulation of STAT5 
phosphorylation. 
 
3.2 IL-6-induced STAT5 phosphorylation is shorter-lived than that of STAT1 
and STAT3  
We compared the time courses of STAT1, STAT3 and STAT5 
phosphorylation in CD4 T cells incubated with IL-6 for 5 to 60 min (Fig. 2A). The 
quickest induction of phosphorylation observed was for STAT1, which was close to 
maximum at 15 min. The kinetics of phosphorylation induction were slightly slower 
for STAT3 and STAT5. Regarding the duration of the response, STAT1 and STAT3 
phosphorylation levels in CD4 T cells incubated with IL-6 for one hour was still 
clearly above that of unstimulated cells (Fig. 2A). Interestingly, the increase in 
STAT5 phosphorylation seen in CD4 T cells stimulated with IL-6 was more transient, 
returning to undetectable levels by 60 min. 
 
3.3 “Inflammatory” IL-6 levels are required to induce STAT5 activation in 
CD4 T cells. 
Serum IL-6 levels remain in the pg/ml range in healthy individuals but are 
strongly up-regulated in numerous pathological conditions [20, 31, 54] and can reach 
g/ml in conditions of extreme inflammation such as in sepsis [57-60]. To determine 
whether normal or inflammatory levels of IL-6 were needed for STAT5 activation in 
CD4 T cells, we evaluated the effect of different concentrations of IL-6 on STAT5 
phosphorylation in these cells. At 1 ng/ml, IL-6 had very different effects on the 
phosphorylation of STAT1, STAT3 and STAT5: STAT1 phosphorylation was 




presence of 100 ng/ml of IL-6; STAT3 phosphorylation was close to the level 
detected in cells stimulated with 100 ng/ml of the cytokine; STAT5 phosphorylation 
was barely detectable. Incubation with a 10-fold higher concentration of IL-6 was 
sufficient to induce a near-maximal phosphorylation of STAT1, STAT3 and STAT5. 
These observations suggest CD4 T cell exposure to low concentrations of IL-6 
induces predominantly STAT3 activation while IL-6 at levels observed in 
inflammatory conditions results in maximal activation of STAT1, STAT3 and 
STAT5. 
 
3.4 IL-6 stimulation induces the expression of the transcription factor CIS. 
Phosphorylation by Janus kinases is necessary but not sufficient for STAT 
activation [61]. CIS is a transcription factor known to be induced by cytokines 
through STAT5 [62-64]. We therefore investigated whether IL-6 up-regulates CIS 
mRNA levels in CD4 T cells. As a positive control, CD4 T cells were incubated with 
IL-15 or IL-27, two cytokines known to activate STAT 5 in T cells [55, 65]. Both IL-
15 and IL-6 induced a statistically significant increase in CIS mRNA in CD4 T cells 
(Fig. 3). Unexpectedly, CIS mRNA level increases were higher in CD4 T cells 
cultures incubated with IL-6 than in those incubated with IL-15. These results 
indicate that IL-6 induced STAT5 phosphorylation is followed by the induction of 
functional STAT5 dependent signaling in CD4 T cells.  
 
3.5 IL-6 stimulation induces STAT5 phosphorylation in activated CD4 T cells. 
We next investigated whether activation of STAT5 by IL-6 is limited to 
resting T cells or whether it could also be detected in activated CD4 T-cells. Purified 
CD4 T cells were maintained in resting conditions or polyclonally activated with anti-




27 for 15 min. Both cytokines induced STAT5 phosphorylation in a large fraction of 
the cells (Fig. 4). 
 
3.6 IL-6 induces CD4 T cell proliferation. 
Cytokines of the γc family which induce STAT5 activation are known to be 
involved in CD4 T cell homeostatic proliferation and STAT5 has been shown to be 
involved in T cell homeostasis. We therefore compared the effect of IL-6 with that of 
the γc cytokine IL-15 and of the gp130 family cytokine IL-27. Interestingly, both IL-
15 and IL-6, the two cytokines which induced the strongest STAT5 dependent CIS 
up-regulation (Fig. 3) led to CD4 T expansion in vitro (Fig. 5). As reported 
previously by Pflanz et al. [66], IL-27 alone did not induce T cell proliferation [66]. 
The IL-6 concentrations required for these effects were above those leading to the 
maximal STAT3 phosphorylation and correlated with those required for the 
stimulation of STAT5 phosphorylation in CD4 T cells (Fig. 2B), suggesting that 




4. Discussion  
 
We observed that incubation of resting or activated CD4 T cells with IL-6 
induces the phosphorylation of STAT5. Since STAT5 activation by IL-2 is believed 
to be a key signalling event for constraining the role of IL-6 in Tfh and Th17 
differentiation, our observation was unexpected [46-49, 56]. IL-6 induced the up-
regulation of CIS mRNA, a gene which is known to be regulated by STAT5 [62-64], 
indicating that STAT5 phosphorylation results in the functional activation of this 
transcription factor. STAT5 activation was more transient and required higher 
concentrations of IL-6 than for STAT3, the principal STAT activated by IL-6 [31]. 
The IL-6 concentrations leading to STAT5 activation in vitro corresponded to serum 
or synovial fluid levels typically observed only under inflammatory conditions in 
pathologies such as sepsis, Castelman’s disease and rheumatoid arthritis [20, 31, 54, 
57-59, 67, 68]. These findings suggest that STAT5 phosphorylation could participate 
in a negative feed-back loop preventing excessive pro-inflammatory CD4 T cell 
differentiation towards Th17 and Tfh phenotypes and promoting Treg (iTreg) 
generation. STAT5 is known to repress IL-17 promoter activity by competing with 
STAT3 for STAT binding sites [48]. STAT5 activates FoxP3 and induces CD25 
expression [69, 70]. All these mechanisms are likely to favor Th17/Treg 
differentiation [69]. In line with these hypotheses, deletion of STAT5 in CD4 T cells 
stimulated with TGF- and IL-6 was shown to result in increased generation of cells 
producing IL-17 [46]. Furthermore, inactivation of STAT5 strongly potentiates Tfh 
differentiation [47, 56].   
The induction of Th17 differentiation requires the conjunction of signals 
provided by IL-6 and TGF-[6]. Interestingly, in liver cells, STAT5 was shown to 
bind TGF-, decreasing its stability and its production [71]. STAT5 activation could 




constitutive inhibitory effect of this cytokine on CD4 T cells [74] and maintaining the 
requirement for exocrine TGF- in IL-6-induced IL-17 differentiation [6], which 
could also limit excessive Th17 differentiation under pathologic conditions leading to 
high levels of IL-6.  
The activation of STAT5 in T cells in vitro was also induced by hyper-IL-6, 
indicating that our observation might also be relevant for T cell activation via IL-6 
trans-signaling. Hyper-IL-6 stimulated STAT-5 phosphorylation in nearly all spleen 
mononuclear cells. IL-6 trans-signaling via IL-6/soluble IL-6R complexes, which 
can be mimicked using hyper-IL-6, is involved in an array of inflammatory effects of 
IL-6 and specific blockade of IL-6 trans-signaling abrogates experimental colitis [38, 
75], experimental arthritis [45, 76-78] and tumor progression in inflammatory colon 
cancer models [79]. Induction of STAT5 activation could, therefore, play an 
important function in modulating the effect of IL-6/soluble IL-6R complex on 
different subsets of mononuclear cells and on CD4 T cell function. 
STAT5 phosphorylation induced by gp130, the signal transducing subunit of 
the IL-6 receptor, was previously demonstrated using transfectants expressing 
chimeric granulocyte colony-stimulating factor receptor (G-CSFR)-gp130 receptors 
activated by G-CSF [80, 81]. Induction of an acute phase response followed by 
STAT5 activation in liver cells in rats by the administration of complete Freund’s 
adjuvant [82] further supports the notion that IL-6 can signal through STAT5. 
Experiments with transfectants expressing gp130 mutants show that tyrosine 
phosphorylation of G-CSFR-gp130 chimeric receptors is unnecessary for STAT5 
recruitment [80, 81]. Yeast two-hybrid and immunoprecipitation studies indicated a 
direct interaction between JAK1 and STAT5 [80]. This suggests that the activation of 
STAT5 by IL-6, unlike that of STAT1 and STAT3, might be independent of a 
recruitment of the transcription factor by the phospho-tyrosines of activated gp130 




responses and activation kinetics of STAT3 and STAT5. Approaches designed to 
specifically block gp130-STAT3 recruitment, to inhibit STAT3 activation with 
targeted drugs [83, 84] or to recruit STAT3 specific phosphatases such as receptor 
protein tyrosine phosphatase D and T [85, 86] could therefore be used to alter the 
balance of STAT3 and STAT5 activation in favor of a profile that would support 
iTreg differentiation and inhibit Th17 and Tfh generation in pathologies involving IL-
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7. Figure legends 
 
FIGURE 1. IL-6 induces STAT5 phosphorylation in T cells. (A), Spleen 
mononuclear cells were stimulated with the indicated cytokines for 15 min. Cells 
were fixed, permeabilized and stained with anti-pSTAT1, anti-pSTAT3 or anti-
pSTAT5 antibodies. Fluorescence was assessed by flow cytometry. (B), Spleen 
mononuclear cells were stimulated with IL-6 for 15 min, fixed and labeled with anti-
CD8, anti-CD4 or anti-NK1.1 and, with anti-pSTAT1, anti-pSTAT3 or anti-pSTAT5. 
STAT phosphorylation of gated CD8, CD4 and NK1.1 positive cells was assessed by 
flow cytometry. (A and B), Filled (gray) histograms represent unstimulated cells. 
Numbers in the top left and right corners of each histogram indicate the MFI values 
of unstimulated and cytokine-stimulated cells, respectively. (C), Purified CD4 T cells 
were stimulated with the indicated cytokines for 15 min, lysed and subjected to 
Western blot analysis with anti-pSTAT5, anti-STAT5 or anti-actin antibodies. Data 
are representative of three independent experiments. 
 
FIGURE 2. IL-6-induced STAT1, 3 and 5 phosphorylation in CD4 T cells 
differs in kinetics and dose-response. Spleen mononuclear cells were stimulated with 
a constant concentration of IL-6 (50 ng/ml) for the indicated times (A) or for a fixed 
time (15 min) with IL-6 concentrations ranging from 1 to 100 ng/ml (B). Cells were 
fixed, permeabilized and labeled with anti-CD4 and anti-pSTAT5. STAT 
phosphorylation in gated CD4 positive cells was assessed by flow cytometry. Filled 
(gray) histograms represent unstimulated cells. (A), MFI values of unstimulated (left) 
and cytokine-stimulated (right) cells are indicated in the histograms. (B), MFI values 
of unstimulated cells and cells stimulated with increasing concentrations of IL-6 are 
shown in histograms and also presented as bar graphs. Data are representative of 3 





FIGURE 3. IL-6 induces the expression of the STAT5-regulated transcription 
factor CIS. Purified CD4 T cells were incubated with IL-15, IL-27 or IL-6 (all at 50 
ng/ml) for 48 h. The level of CIS was quantified by real-time RT-PCR. Error bars 
indicate the SEM of the CIS levels in three independent cell cultures. Statistical 
significance was assessed using the ANOVA test. * p < 0.05. Data are representative 
of three independent experiments. 
 
FIGURE 4. IL-6 stimulates STAT5 phosphorylation in activated CD4 T cells. 
Spleen mononuclear cells depleted of CD8 and NK cells were maintained in resting 
conditions (left panels) or activated with anti-CD3 and anti-CD28 (right panels) for 
48 h, washed, serum starved for 4 h and incubated with the indicated cytokines (all at 
50 ng/ml) for 15 min. Fluorescence of the gated CD4 positive cells was analysed by 
flow cytometry. Numbers in the top left and right corners of each histogram indicate 
the MFI values of unstimulated and cytokine-stimulated cells, respectively. Filled 
gray histograms represent unstimulated cells. Data are representative of three 
independent experiments. 
 
FIGURE 5. IL-6 induces CD4 T cell expansion in vitro. Purified CD4 T cells 
were incubated with the indicated concentrations of IL-15, IL-27 or IL-6 for 72 h. 
Proliferation was measured by fluorescence using the Alamar blue test. Data are 
representative of three independent experiments.Error bars indicate the SEM of 















































The cytokines cardiotrophin-like cytokine/cytokine-like 
factor-1 (CLC/CLF) and ciliary neurotrophic factor (CNTF) differ 
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Ciliary neurotrophic factor (CNTF) and cardiotrophin-like cytokine (CLC) are 
two cytokines with neurotrophic and immunomodulatory activities. CNTF is a 
cytoplasmic factor believed to be released upon cellular damage, while CLC requires 
interaction with a soluble cytokine receptor, cytokine-like factor 1 (CLF), to be 
efficiently secreted. Both cytokines activate a receptor complex comprising the 
cytokine binding CNTF receptor α (CNTFRα) and two signaling chains namely, 
leukemia inhibitory factor receptor β (LIFRβ) and gp130. Human CNTF can recruit 
and activate an alternative receptor in which CNTFRα is substituted by IL-6Rα. As 
both CNTF and CLC have immune-regulatory activities in mice, we compared their 
ability to recruit mouse receptors comprising both gp130 and LIFRβ signaling chains 
and either IL-6Rα or IL-11Rα which, unlike CNTFRα, are expressed by immune 
cells. Our results indicate that 1) mouse CNTF, like its human homologue, can 
activate cells expressing gp130/LIFRβ with either CNTFRα or IL-6Rα and, 2) 
CLC/CLF is more restricted in its specificity in that it activates only the tripartite 
CNTFR. Several gp130 signaling cytokines influence T helper cell differentiation. 
We therefore investigated the effect of CNTF on CD4 T cell cytokine production. We 
observed that CNTF increased the number of IFN-producing CD4 T cells. As IFN- 
is considered a mediator of the therapeutic effect of IFN-β in multiple sclerosis, 
induction of IFN- by CNTF may contribute to the beneficial immunomodulatory 
effect of CNTF in mouse multiple sclerosis models. Together, our results indicate that 
CNTF activates the same tripartite receptors in mouse and human cells and further 
validate rodent models for pre-clinical investigation of CNTF and CNTF derivatives. 
Furthermore, CNTF and CLC/CLF differ in their receptor specificities. The receptor 
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CNTF and CLC are IL-6 family cytokines that activate a receptor comprising 
a glycosylphosphatidylinositol-anchored non-signaling subunit, CNTFR and two 
signaling transmembrane chains, LIFR and gp130 [1-6]. CNTF, which is expressed 
by Schwann cells, astrocytes and T cells [7-9], has potent trophic effects on neurons, 
oligodendrocytes and muscle cells in vitro and in vivo (reviewed in [8]). This led to 
its evaluation in clinical trials for the treatment of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
[10]. The toxicity of CNTF limited the concentration that could be used in patients 
and no beneficial effects on ALS was observed [10, 11]. Loss of weight was one of 
the side effects observed in ALS patients, an effect also documented in rodent obesity 
models [10, 12, 13]. This led to clinical trials of a CNTF derivative, Axokine, in the 
treatment of obesity and type II diabetes, with limited benefits [14, 15].  
CNTF is a protein devoid of a signal peptide and is therefore believed to be a 
cytoplasmic protein released by damaged cells [16]. Supporting the concept that 
CNTF is mainly a trauma factor, a mutation inactivating the CNTF gene has been 
observed at a high frequency in healthy populations [17]. This suggests that CNTF 
has only limited non-redundant roles during development in human. CNTF gene 
deficiency has been associated in some (but not all) studies with an early onset of 
ALS and multiple sclerosis (MS) [18-21]. CLC differs from CNTF in that it possesses 
a signal peptide but requires interaction with the soluble cytokine receptor CLF for 
efficient secretion [1]. Mutations in the genes encoding CLC and CLF (CLCF1 and 
CRLF1, respectively) result in cold-induced sweating and Crisponi syndromes, the 
latter being often lethal early in life. This indicates that CLC/CLF, unlike CNTF, 
plays an important role during development [22-26]. The similarity between the cold-
induced syndromes observed in patients with mutation in CLCF1 and CRLF1 




vitro [1] plays a physiological, non-redundant role in vivo [25, 27]. Patients with 
mutations in LIFRone of the CNTFR signaling chains, suffer from Stuve-
Wiedemann/Schwartz-Jampel Type 2 syndrome (SWS/SJS2 [28]. The broad overlap 
between the clinical manifestations of Crisponi syndrome and SWS/SJS2 imply that 
CLC/CLF is a key CNTFR ligand during development [23, 24, 28]. Interestingly, 
CLC/CLF can also regulate kidney development and CLC has been identified as a 
potential permeability factor in the serum of patients with focal segmental 
glomerulosclerosis [29, 30]. 
 While these results point toward roles of CNTF and CLC/CLF on cells 
expressing CNTFR, both cytokines are believed to have immunoregulatory functions: 
CNTF is produced by T cells [9] and activates an alternative tripartite receptor 
expressed by immune cells comprising IL-6R, LIFR and gp130 [31]. CLC and 
CLF are expressed in the immune system and both cDNAs were cloned from T cells 
[32-34]. Injection of high doses of CLC or overexpression of CLC in mice results in 
B cell expansion, despite the lack of CNTF receptor expression by these cells [33, 
35]. This suggests that CLC/CLF can recruit, besides CNTFR, an alternative as yet 
unidentified receptor. Since mice have been used to study the immunomodulatory 
effects of CLC/CLF, [33, 35], we compared the effects of mouse CNTF and 
CLC/CLF on transfectants co-expressing the signaling chains of the CNTF receptor 
(gp130 and LIFR) and the membrane anchored  chains specific for the members of 
the IL-6 family, CNTFR, IL-6R and IL-11R. Our results indicate that, like its 
human homologue [31], mouse CNTF can activate a receptor comprising IL-6R, 
gp130 and LIFR but that this property is not shared by CLC/CLF. As both LIF 
(which activates the same signaling chain as CNTF) and IL-6 influence mouse T 
helper (Th) cell differentiation [36-38], we investigated the effects of CNTF on CD4 
T cell cytokine expression in vitro. We observed that CNTF regulates the production 




effects of this cytokine in the experimental autoimmune encephalitis (EAE) model of 






2. Material and Methods 
 
2.1 Generation of stable Ba/F3 transfectants  
The cDNA coding for mouse LIFR- (RIKEN clone F630311N01) and gp130 
(IMAGE ID 6834623), were obtained from the FANTOM Consortium, The Institute 
of Physical and Chemical Research (RIKEN, Saitama, Japan) Genome Exploration 
Research Group (provided by K.K. DNAFORM, Ibaraki, Japan) and Open 
Biosystems (Open Biosystems Products, Huntsville, AL), respectively. The two 
cDNA were re-cloned in the multigenic expression vector pMG (InvivoGen, 
Cedarlane, Burlington, ON). Linearized plasmids were transfected by electroporation 
in Ba/F3 cells [40]. Stable transfectants were selected using hygromycin (1 mg/ml). 
Clones were expanded using mouse IL-3 (2 ng/ml; Peprotech, Rocky Hill, NJ) and 
selected for proliferation in response to mouse LIF (10 ng/ml StemCell Technologies 
Inc. Vancouver, BC). The mouse IL-6R, IL-11R and CNTFR cDNA (IMAGE 
IDs 0130735, 3585497 and 6389656, respectively; Open Biosystems) were re-cloned 
in the expression vector pSFFV-neo [41]. A Ba/F3 clone expressing LIFR and 
gp130 was re-transfected by electroporation with the  chain cDNAs. Transfectants 
were selected using G418 (1 mg/ml). Clones were further selected for proliferation in 
response to mouse IL-6 (10 ng/ml R&D Systems, Minneapolis, MN), IL-11 (10 
ng/ml R&D Systems) or CNTF (10 ng/ml, produced as described previously [42]).   
 
2.2 Proliferation assays  
Ba/F3 transfectants (5x10
3
 cells/well in 96 well plates) were incubated in 
triplicates with the indicated dilutions of recombinant proteins for 72 h in RPMI-1644 
medium supplemented with 5% FBS. The anti-IL-6R mAb D7715A7 was obtained 




its isotype IgG1 control were used at a final concentration of 5 g/ml on Ba/F3 
transfectants incubated with 10 ng/ml of the tested cytokines. Proliferation was 
measured using an Alamar blue fluorometric assay as described previously [40].  
 
2.3 Measurement of STAT1 and STAT3 activation by flow cytometry  
Ba/F3 transfectants were serum- and cytokine-starved for 4 h. Cells were 
activated for 15 min at 37°C using mouse LIF (50 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml), CLC/CLF 
(50 ng/ml; produced as described previously [1, 40]) or CNTFng/ml). CLC/CLF 
and CNTF were produced as described previously [1, 40, 42]. The concentration of 
the recombinant mouse CNTF leading to half maximum proliferation of Ba/F3 
expressing LIFR, gp130 and CNTFRwas 190 pg/ml). Cells were fixed and stained 
as described previously [40] and fluorescence was analyzed by flow cytometry using 
a FACSCalibur (BD Biosciences). Data were analyzed using the FlowJo software 
(Tree Star, Ashland, OR). 
 
2.4 CD4 T cell differentiation assays  
C57BL/6 spleen and lymph node CD4 T cells were enriched by depleting 
CD8 and NK cells or purified by magnetic negative bead-selection following 
manufacturer’s instructions (StemCell Technologies Inc.). CD8 and NK cell-depleted 
or purified CD4 T cells were plated in 96-well round-bottom plates at a density of 
5x10
6
 cells per ml. Cells were stimulated using plate-coated anti-CD3 and soluble 
anti-CD28 (both at 1 g/ml; BD Biosciences). Cultures were supplemented with anti-
IFN- and anti-IL-4 (both at 10 g/ml; BD Biosciences). When added, CNTF, and 
IL-27 (R&D Systems) were used at 100 ng/ml each while IL-6 (R&D Systems) and 
TGF were used at 20 ng/ml and 2 ng/ml, respectively. CD4 T cells were 




were restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 g/ml) for 4 h. During the 
last 2 h, cytokine secretion was blocked with brefeldin A (5 g/ml). Cells were 
collected and stained with FITC-labeled anti-CD4 (BD Biosciences) for 30 min on 
ice. Cells were washed and fixed with formaldehyde (2%) for 30 min at room 
temperature. Cells were permeabilized with saponin (0.5%) and stained with either 
allophycocyanin (APC)-labeled anti-IFN- (BD Biosciences) or phycoerythrin (PE)-
labeled anti-IL-17 (eBiosciences, Cedarlane, Burlington, ON) for 1 h at room 
temperature. Fluorescence was measured using a FACSCalibur flow cytometer and 







3.1 CNTF and CLC/CLF differ in their capacity to induce the proliferation of 
Ba/F3 cells expressing IL-6R, LIFR and gp130.  
The IL-3-dependent cell line Ba/F3 can be rendered responsive to either 
CNTF or CLC/CLF by transfection with the appropriate cytokine receptor cDNA [1, 
31]. To determine whether mouse IL-6R or mouse IL-11R could substitute for 
CNTFR and form, either with CLC/CLF or CNTF, an  chain-cytokine complex 
capable of activating LIFR and gp130, we first generated a stable Ba/F3 clone 
expressing mouse LIFRand gp130 (Ba/F3-gp130-LIFR). As expected, these cells 
proliferated in response to mouse LIF but not CNTF or CLC/CLF (Fig. 1). Rat CNTF 
was shown to stimulate Ba/F3 cells transfected with gp130 and LIFR. As rat 
and mouse CNTF protein sequences are 94% identical, we tested the effect of 
concentrations up to 10 g/ml on Ba/F3 expressing LIFR. High concentrations of 
mouse CNTF resulted in Ba/F3 proliferation in the absence of CNTFR (Fig. 1, 
lower panel). We further transfected this clone with either mouse CNTFR, IL-6R 
or IL-11Rand tested their response to concentrations of cytokine up to 100 
ng/mlThis led to Ba/F3 derivatives which, as expected, proliferated in response to 
CNTF, IL-6 or IL-11 respectively (Fig. 1). Ba/F3 cells expressing mouse CNTFR, 
LIFR and gp130 responded to CLC/CLF, indicating that, as reported in human cells 
[1, 2], CNTFR is a receptor for this cytokine in mice (Fig. 1). No proliferation in 
response to either CLC/CLF or CNTF could be observed in cells co-expressing IL-
11R, LIFR and gp130. This shows that, although IL-11, CLC and CNTF are 
phylogenetically related [45], IL-11R could not form a functional receptor with 
LIFR and gp130 for either of these two cytokines in mice. Interestingly, Ba/F3 cells 




that, as observed for human CNTF [31], IL-6R could substitute for CNTFRto 
form, along with LIFR and gp130, a receptor for mouse CNTF (Fig. 1). As 
described for human CNTF [31], activation of Ba/F3 through IL-6R/LIFR/ gp130 
required higher concentrations of CNTF than through the tripartite CNTFR (Fig.1). 
Unlike CNTF, CLC/CLF did not activate Ba/F3 cells through a receptor comprising 
IL-6R, gp130 and LIFR. This indicates that CNTF and CLC/CLF differ in their 
receptor specificities and that the recruitment of IL-6R is unlikely to explain the IL-
6-like effects of CLC described in mice [33, 35]. As Ba/F3 cells express the IL-27R-
specific subunit WSX-1 [46] and Ba/F3 transfected with gp130 and LIFR respond to 
IL-27 (data not shown), our results also exclude that CLC/CLF activates a receptor 
comprising IL-11R or IL-6R in combination with either WSX-1 and gp130 or 
WSX-1 and LIFR

3.2 The proliferation of Ba/F3 cells expressing IL-6R, LIFR and gp130 in 
response to CNTF can be inhibited by monoclonal antibodies directed against IL-
6R
IL-6R is the target of an emerging family of drugs comprising the US FDA-
approved humanized mAb Tocilizumab [47]. We therefore investigated whether 
blocking IL-6R could also block CNTF biological activities mediated through IL-
6R, LIFR and gp130We first tested the blocking anti-IL-6R mAb D7715A7. 
This antibody could inhibit both IL-6 and CNTF-induced proliferation of Ba/F3 
expressing IL-6R, LIFR and gp130 (Fig. 2A). As expected, it had no effect on the 
proliferation of Ba/F3 transfected with CNTFR, LIFR and gp130 (Fig. 2A). 
Similarly, we investigated the effect of 2B10, a mAb designed to specifically inhibit 
IL-6-IL-6R interactions ([43]. This mAb potently inhibited the proliferation of 




the proliferation of Ba/F3 transfected with CNTFR, LIFR and gp130 in response 
to either CNTF or CLC/CLF (Fig. 2B). This shows that mAbs used to block IL-6 
activity by targeting the IL-6R could also prevent the secondary effects of CNTF 
mediated through IL-6R recruitment [31]. Such mAbs could also be used to 
investigate the immunomodulatory effects of CNTF observed in mouse models that 
depend on the activation of the IL-6R, LIFR and gp130 tripartite receptor [39].    

3.3 CNTF and CLC/CLF differ in their capacity to induce the activation of the 
JAK/STAT pathway in Ba/F3 cells expressing IL-6R, LIFR and gp130.  
CNTF and CLC/CLF activate similar signaling pathways in cells expressing 
CNTFR notably, both induce STAT1 and STAT3 phosphorylation [1, 2]. We 
therefore compared the phosphorylation of these two signaling molecules in Ba/F3-
gp130-LIFRcells and in Ba/F3-gp130-LIFRcells transfected with CNTFR or IL-
6RFig. 3). While phosphorylation of STAT3 was induced by LIF in Ba/F3 
expressing the LIFR (Ba/F3-gp130-LIFR neither CLC/CLF nor CNTF had an 
effect indicating that, as observed for their human homologues, these cytokines 
required a tripartite receptor containing a non-signaling  chain [1-6]. An induction 
of STAT3 phosphorylation was observed in Ba/F3-gp130-LIFRtransfected with 
CNTFR and stimulated with LIF, CLC/CLF or CNTF, showing that mouse 
CLC/CLF and CNTF activate CNTFR (Fig. 3). The effect was specific, as no signal 
could be detected in response to IL-6 (Fig. 3). Interestingly, a clear induction of both 
STAT3 and STAT1 phosphorylation could be observed in Ba/F3-gp130-LIFRcells 
transfected with IL-6R stimulated with LIF, IL-6 or CNTF but not CLC/CLF (Fig. 
3), corroborating the observation that, unlike CNTF, CLC/CLF did not activate cells 
through a receptor comprising IL-6R, gp130 and LIFRFig. 1). This confirms the 





3.4 CNTF regulates T helper cell differentiation in vitro.  
Both IL-6 and LIF regulate T helper cell differentiation [36-38]. We therefore 
examined the effect of CNTF on cytokine production by CD4 T cells activated with 
anti-CD3 and anti-CD28 in the presence of APC (Fig. 4). Unlike IL-6, which 
downregulated IFN- production, CNTF, alone or in conjunction with TGF- 
increased the expression of IFN- Fig. 4A). The induction of IFN- by CNTF was 
weaker than that by IL-27, another cytokine of the IL-6 family known to up-regulate 
IFN- expression [48-50] (Fig. 4A). We did not observe induction of IL-17 by CD4 T 
cells by CNTF alone or in conjunction with TGF-β in the presence (Fig. 4B) or in the 
absence of APC (Fig. 5B), indicating that, unlike IL-6, CNTF does not promote Th17 
differentiation. 
To investigate whether the effect of CNTF on T cell cytokine production was 
direct, we studied the cytokine production by purified CD4 T cells (Fig. 5). 
Activation of these cells in the presence of CNTF lead to a marked increase in the 
proportion of cells expressing IFN-, indicating that CNTF can directly modulate 







CNTF and CLC/CLF are two ligands of the tripartite CNTFR [1-6]. Studies 
with cells expressing the human CNTFR indicated that both cytokines can activate 
the same signaling elements and have similar biological activities. However, CNTF, 
unlike CLC/CLF, can recruit extracellular soluble CNTFR to form a complex 
activating LIFR and thus initiate“trans-signaling” [1, 2, 51, 52]. Our results point 
toward another major difference between CLC/CLF and CNTF namely, receptor 
specificity. Mouse CNTF activates cells expressing IL-6R, LIFR and gp130, 
showing that in mice, as previously established in humans [31], IL-6R can replace 
CNTFR to form a complex signaling through LIFR and gp130. This property is 
not shared with CLC/CLF, as CLC/CLF did not activate cells expressing IL-6R, 
LIFR and gp130. Furthermore, no activation of transfectants expressing IL-11R, 
LIFR and gp130 could be detected. Altogether, this indicates that the effects of CLC 
on mouse immune cells described by Senaldi et al [33, 35] are unlikely to be 
mediated by a tripartite receptor comprising a known  chain of the IL-6 cytokine 
receptor family together with LIFR and gp130. As mouse Ba/F3 cells used for our 
receptor screening experiments express the IL-27R chain WSX-1 [45], our results 
also exclude receptors formed by IL-6R or IL-11R in combination with WSX-1 
and gp130 or with WSX-1 and LIFR.  
CNTF, like LIF, has been reported to be expressed by T cells [9, 36]. We 
previously observed in mice that CNTF administration had immunomodulatory 
effects in MOG35-55 -induced EAE [39], a model of MS in which the differentiation of 
CD4 T cells in pathogenic Th subsets is known to play an important role [53, 54]. We 
investigated the effects of CNTF on CD4 T cell cytokine expression in vitro. We 




polyclonally by anti-CD3 and anti-CD28. When compared with IL-27, a member of 
the IL-6 family known to trigger IFN- expression and Th1 differentiation [48-50], 
CNTF was less potent. IFN- is known to play beneficial roles in the EAE model of 
MS [55, 56] and has been implicated in the protective role of IFN- in Th1-driven 
EAE [54]. CNTF-induced IFN- production might therefore play a role in the 
beneficial effect of CNTF on the immune response in MOG35-55-induced EAE [39]. 
Unlike IFN-, IL-17 is believed to play a detrimental role in EAE and in MS [57-59]. 
Interestingly, CNTF alone or in combination with TGF, did not promote the 
expression of IL-17 by CD4 T cells in vitro.  
The effect of CNTF could be observed using purified CD4 T cells, indicating 
that CNTF, like LIF [36], can act directly on T cells. Our results suggest that some of 
the marked beneficial effects of endogenous or administered CNTF in EAE could be 
linked to its effects on CD4 T cells in addition to the well-established neuroprotective 
activity on neurons and oligodendrocytes [39, 60]. In MS, CNTF released by T cells 
upon Alemtuzumab treatment could contribute to the beneficial effect of this antibody 
by regulating autoimmunity [9].  
The observation that CNTF activates the very same receptors in humans [3-5, 
31] and mice could be relevant for initial characterization of the pharmacology of 
CNTF derivatives modified to alter the receptor specificity of this cytokine. It has 
been proposed previously that some of the multiple effects of CNTF observed in ALS 
clinical trials could be due to the activation of cells which express IL-6R rather than 
CNTFR [31]. The observation that blocking anti-mouse IL-6R mAbs prevent 
CNTF from signaling through IL-6R, LIFR and gp130 renders mouse models 
attractive for further investigation of CNTF-mediated signaling through this 
alternative receptor. It could potentially lead to the use of CNTF in conjunction with 
humanized anti-IL-6R such as Tocilizumab for therapeutic applications in which 




that the immune cell receptor for CLC/CLF, which remains to be identified, differs 
from that of CNTF and is likely to be identified outside of the known members of the 
membrane anchored  chain receptor family for IL-6-related cytokines. An 
alternative possibility would be that CLC/CLF at high concentration can bypass the 
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7. Figure Legend 
 
FIGURE 1. CNTF, but not CLC/CLF, induces the proliferation of Ba/F3 cells 
transfected with gp130-LIFR and IL-6R. Ba/F3 transfected with gp130 and LIFR 
cDNA alone or in conjunction with the indicated  chain cDNA were incubated with 
the cytokines for 72 h. Proliferation was measured by fluorescence using the Alamar 
blue test. Error bars indicate the SEM of triplicate cultures. Data are representative of 
3 independent experiments. 
 
FIGURE 2. The CNTF-induced proliferation of Ba/F3 cells transfected with 
gp130-LIFR and IL-6Rcan be inhibited using blocking anti-IL-6R mAbs. Ba/F3 
transfected with the indicated cDNA were incubated with CNTF, CLC/CLF or IL-6 
for 72 h. The IgG1 isotype control, and 2B10 mAbs were used at 5 g/ml. 
Proliferation was measured by fluorescence using the Alamar blue test. Error bars 
indicate the SEM of triplicate cultures. Data are representative of 3 independent 
experiments. 
 
FIGURE 3. CNTF induces STAT1 and STAT3 phosphorylation in Ba/F3 
transfected with gp130, LIFR and IL-6R. Ba/F3 transfected with gp130-LIFR 
cDNA alone or in conjunction with the indicated  chain cDNA were incubated with 
IL-6, LIF, CNTF or CLC/CLF (all at 50 ng/ml) for 15 min, then fixed, permeabilized 
and labeled with anti-phosphoSTAT1 or anti-phosphoSTAT3. STAT phosphorylation 
was assessed by flow cytometry. Filled gray histograms, unstimulated cells. Data are 





FIGURE 4. CNTF induces IFN- production in CD4 T cells. Spleen and 
lymph nodes cells depleted of CD8 and NK cells were stimulated with anti-CD28 and 
immobilized anti-CD3 in the presence of cytokines for 4 days as shown. The cell 
culture medium comprised a combination of blocking anti-IL-4 and anti-IFN- Abs. 
Cells were restimulated with ionomycin and PMA for 4 h. Brefeldin A was added for 
the last 2 h. Cells were fixed, permeabilized, stained with anti-CD4, and either anti-
IFN- (Fig. 4A) or anti-IL-17 (Fig. 4B) and analyzed by flow cytometry. IL-27, 
CNTF were used at 100 ng/ml, IL-6 and TGF were used at 20 and 2 ng/ml 
respectively. The percentage of positive cells is indicated within each histogram. Data 
are representative of 3 independent experiments.  
 
FIGURE 5. CNTF-induced IFN- production in CD4 T cells is independent 
of antigen-presenting cells. Purified CD4 T cells were stimulated and stained as 
described in Fig. 4. The percentage of positive cells is indicated within each 










































































Annexe 1 : The IL-27 p28 subunit binds CLF to 
form a cytokine regulating NK and T cell activities 
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IL-27 is formed by the association of a cytokine subunit, p28 with the soluble 
cytokine receptor Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3). The IL-27 receptor 





mice suggests that p28 has functions independent of EBI3. We have identified an 
alternative secreted complex formed by p28 and the soluble cytokine receptor 
cytokine like factor-1 (CLF). Like IL-27, p28/CLF is produced by DC and is 
biologically active on human NK cells, increasing IL-12- and IL-2-induced IFN- 
production and activation marker expression. Experiments with Ba/F3 transfectants 
indicate that p28/CLF activates cells expressing IL-6R, in addition to the IL-27R 
subunits. When tested on CD4 and CD8 T cells, p28/CLF induces IL-6R dependent 
STAT1 and STAT3 phosphorylation. Furthermore, p28/CLF inhibits CD4 T cell 
proliferation and induces IL-17 and IL-10 secretion. These results indicate that 
p28/CLF may participate in the regulation of NK and T cell functions by DC. The 
p28/CLF complex engages IL-6R and may therefore be useful for therapeutic 
applications targeting cells expressing this receptor. Blocking IL-6R using humanized 
monoclonal antibodies such as tocilizumab has been shown to be beneficial in 
pathologies like rheumatoid arthritis and juvenile idiopathic arthritis. The 
identification of a new IL-6R ligand is therefore important for a complete 







IL-27 is a composite cytokine formed by the association of a four helix bundle 
cytokine, p28, with a soluble receptor, EBI3 (1). IL-27 is produced by activated APC 
(1) and signals through a receptor formed by WSX-1 and gp130 (2). Initial 
characterization of IL-27 indicated multiple activities, such as the capacity to sustain 
naïve CD4 T cell proliferation, to induce NK cell co-activation, to modulate B cell Ig 
class switching and to induce mast cell activation (1-3). Further analysis of IL-27 
function using WSX-1
-/-
 mice pointed towards a role in Th1 differentiation (4, 5). 
Recent data indicate an important role in controlling the extent of Th1, Th2 and Th17 
responses during acute or chronic infection as well as inflammation (4-12). The 
molecular mechanisms underlying the IL-27 anti-inflammatory functions on T cells 
are starting to be deciphered. IL-27 can limit IL-2 production (13, 14), inhibit Th17 
differentiation (10, 11) and induce the production of the anti-inflammatory cytokine 
IL-10 (15-17). Experimental autoimmune encephalomyelitis, a model of multiple 
sclerosis in which Th17 plays a key role, is exacerbated in WSX-1
-/-
 mice and 
prevented by IL-27 administration, suggesting that the properties of IL-27 may be 
clinically relevant (10, 18).  
IL-27 functions have also been studied using EBI3 KO mice. Marked 
differences have been observed between mice deficient in EBI3 and WSX-1. EBI3
-/-
 
mice are protected from Con A-induced liver injury, whereas WSX-1
-/-
 mice showed 
exacerbated hepatitis (19, 20). Similarly, naïve T cells from WSX-1
-/-
 and EBI3 
-/-
 
mice showed opposites phenotypes with respect to IFN- production (5, 21). This 
suggests that p28 exerts biological activities independently of EBI3. Substantiating 





The IL-27 p28 subunit shares closest homology with IL-11 and CLC (1). Like 
p28, CLC requires a soluble cytokine receptor, CLF, to be secreted (22). This 
prompted us to investigate whether CLF could form a secreted, biologically active 




Materials and Methods 
Generation of stable HEK-293 transfectants expressing human p28, CLF, 
p28/CLF or GFP 
The human p28 cDNA (IRAUp969H1198D; Deutsches Ressourcenzentrum 
für Genomforschung) was modified by introducing the sequence coding for a 
carboxy-terminal protein C epitope (EDQVDPRLIDGK). The CLF cDNA (23) was 
modified by introducing a sequence coding for a FLAG epitope (DYKDDDD) at the 
COOH terminus of the protein. The p28-protC and CLF-FLAG cDNAs were cloned 
in the vector pcDNA5 (Invitrogen, Burlington, ON) alone or as a bicistronic insert 
containing an internal ribosome entry site (IRES) and used to generate stable Flp-
In
TM
-293 (Invitrogen) transfectants as described (24). 
Purification of human p28/CLF complex  
Human p28/CLF was produced using Flp-In
TM
-293 cells stably transfected 
with the p28-protC/CLF-FLAG bicistronic construct. Transfectants were expanded 
and recombinant p28/CLF isolated form the culture medium flowing the procedure 
described previously for CLC/CLF (24), using LPS free reagents and glassware. 
Purified protein batches were dialyzed against RPMI-1640 medium (Invitrogen). LPS 
contamination was determined using limulus ambeocyte lysate test (QCL-1000; 
Cambrex Bio Science, Charles City, IA) and was always  0.1 ng/g (1 EU/g). 
Protein concentrations were determined by SDS-PAGE and Coomassie blue staining 
using BSA as standard. 
 
Production of mouse p28/CLF and mouse “hyper IL-6”  
To generate a bicistronic vector encoding mouse p28 and mouse CLF, the 
mouse p28 cDNA cDNA (RIKEN clone I830047N17) was obtained from the 




Saitama, Japan) Genome Exploration Research Group (provided by K.K. 
DNAFORM, Ibaraki, Japan). The cDNAs were modified by PCR to generate a 
bicistonic insert encoding for mouse CLF (23) fused at the carboxy-terminal to the 
FLAG epitope and the T2A “self cleaving” peptide followed by mouse p28 tagged at 
the CHOO terminus by a protein C epitope and 6 His. For the production of a mouse 
“hyper IL-6” (25), the cDNAs coding or mouse IL-6R and IL-6 (IMAGE ID 
5135770 and 40130735; Open Biosystems, Hunstville, AN) were modified by PCR to 
generate a single chain fusion protein encoding for the extracellular domain of IL-
6R fused to the mature form of IL-6 by a GGG(SGGGG)3SHHHHHH linker. The 
inserts were re-cloned in the insect expression vector pIB/V5-His (Invitrogen). Stable 
High Five (Invitrogen) transfectants were generated and expanded in Express Five 
medium (Invitrogen) following supplier recommended procedure. The p28/CLF 
complex and hyper IL-6 were purified by immobilized metal affinity chromatography 
on Ni-NTA agarose (Qiagen, Mississauga, ON) following Qiagen protocol using LPS 
free reagent and glassware. Purified proteins were dialyzed, quantified analyzed by 
Western blot for presence of p28, CLF or hyper-IL-6 and tested for LPS 
contamination as described above for human p28/CLF. Western blot analysis of 
hyper IL-6 was revealed using anti-penta His mAb (Qiagen). No CLF-p28 
unprocessed fusion protein contamination could be detected in the p28/CLF 
preparations. 
 
Immunoprecipitations and Western Blotting  
Flp-In-293 (Invitrogen) transfectants expressing human p28-protC, CLF-
FLAG, p28-protC/CLF-FLAG were grown as described (24). Supernatants were 
concentrated by ultrafiltration and incubated overnight at 4°C with anti-protein C 
agarose (Roche Applied Sciences, Laval, QC) or anti-FLAG M2-agarose (Sigma-




by Western blotting using horseradish peroxydase-conjugated anti-protein C (Roche 
Applied Sciences) or anti-FLAG mAbs (M2; Sigma-Aldrich) as described previously 
(22). 
 
Generation of monocyte-derived human DC  
Human CD14
+
 monocytes were purified by positive selection from PBMC 
using the MACS technology, according to the manufacturers’ instructions (Miltenyi 
Biotec. Auburn, CA). Cells were cultured in culture medium consisting of RPMI 
1640 medium supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium 
pyruvate, 0.1 mM non essential amino acids, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicillin and 
100 µg/ml streptomycin supplemented with 20 ng/ml GM-CSF (R&D Systems, 
Burlington, ON). Immature DC were differentiated from monocytes cultured for 5 d 
at 10
6
 cells/ml by incubation with 20 ng/ml IL-4 (R&D Systems) for 4 d. DC were 
activated with 20 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) for 48 hours. 
 
Generation of Bone Marrow (BM)-derived mouse Dendritic Cells (DCs).  
Four- to six-week-old female C57BL/6 mice were purchased from Jackson 
Laboratory, Bar Harbor, ME. Femurs and tibiae were removed and the marrow 
isolated by flushing. RBC-depleted BM-cells were suspended in complete media 
(CM, RPMI-1640 supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1% of 
nonessential amino acids, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin). Cells 
were adjusted to 2×10
5
 cells/ml and incubated in the presence of 20 ng/ml of GM-
CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ) for 7 days. DC were isolated by centrifugation on a 
14.5% (w/v) Nicodenz cushion (26). To induce maturation, DC isolated at day 7 were 





Analysis of p28 and CLF mRNA expression by RT-PCR  
Expression of p28 and CLF mRNA in human and mouse DC was analyzed by 
RT-PCR. Briefly, total RNA was extracted using Trizol

 reagent (Invitrogen). 
Single-strand cDNA was synthesized by reverse transcription using 1 µg of total 
RNA and random priming. PCR amplification was performed with an amount of 
cDNA corresponding to 25 ng of starting total RNA using specific oligonucleotides 
(human CLF: 5’-TACAAGCTTAGGTGGTATGGC-3’ and 5’-
GGTGGCTCCACTCACTCCAG-3’; human p28: 5’-
GAGTTCACAGTCAGCCTGCATCTC-3’ and 5’-
TGAATCCTGCAGCCAGCACCTG-3’; mouse CLF 5’-
CCTATGAGATCTGGGTGGA-3’ and 5’-TGACTTCTGCATCCAAGCAC-3’; 
mouse p28 5’-CTGAATCTCGATTGCCAGGAGT-3’ and 5’-
GGAGTGAAGGAGCTGGTAGGTA-3'). RNA integrity was assessed by agarose gel 
electrophoresis and GAPDH or 18S cDNA amplification. The PCR products were 
analyzed by electrophoresis on a 1% agarose gel.  
 





 NK cells were purified from PBMC by magnetic-activated cell 
sorting positive selection followed by FACS sorting using FITC-labeled anti-CD3 
and PE-labeled anti-CD56 mAbs (both from BD Biosciences, Mississauga, ON). 
Throughout the study, the purity of the NK cell populations used was > 99%. NK 
cells at 1x10
6
 cells/ml were stimulated with 50 ng/ml human p28/CLF in the absence 
or presence of either 100 or 500 U/ml IL-2 and either 5 or 25 ng/ml IL-12 (both from 
R&D Systems) for 48 h in 48-well plates. IFN- was then quantified in the cell free 
supernatants using capture and detection Abs from Mabtech AB (Stockholm, 




by flow cytometry with FITC-labeled anti-CD54 and CD69 mAbs (Serotec, Raleigh, 
NC). Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) after subtracting the 
MFI obtained with the control Ab.  
 
Cytokine binding assays  
Mouse IL-13R, WSX-1 or IL-6R cDNA were re-cloned in the vector 
pcDNA5 and used to generate Flp-In
TM
-293 stable transfectants. IL-13R, WSX-1 or 
IL-6R expressing Flp-InTM-293 transfectants were incubated were incubated for 1 h 
on ice with p28-protC/CLF-FLAG (at 1 g/ml). For competition assays, binding was 
performed in the presence of IL-27 (10 g/ml) or mouse CNTF (10 g/ml). Binding 
was then revealed with mouse anti-protein C mAb (5 µg/ml) and Alexa Fluor 633-
labelled goat anti-mouse IgG Ab. Dead cells were excluded by propidium iodide 
staining (1 µg/ml). Fluorescence was assessed by flow cytometry. 
 
Generation of stable Ba/F3 transfectants  
The cDNA coding for mouse gp130 (IMAGE ID 6834623; Open Biosystems) 
was re-cloned in the expression vector pMG (InvivoGen, Medicorp Inc, Montreal. 
Qc). The cDNAs encoding mouse IL-6R (IMAGE ID 40130735) and IL-11R1 
(IMAGE ID 3585497) were re-cloned in the expression vector pSFFV-Neo (27). 
Linearized plasmids were transfected in Ba/F3. Stable transfectants were selected 
using hygromycin (1 mg/ml) and/or geneticin (1 mg/ml). Clones were expanded 
using mouse IL-6 (25 ng/ml; Cedarlane, Burlington, ON), IL-11 (25 ng/ml; 
Cedarlane) or in-house produced hyper-IL-6 (5 ng/ml). 
 




Ba/F3 cells were serum- and cytokine-starved for 4 h. Lymph node cells or 
Ba/F3 cells were activated for 15 min at 37°C with mouse IL-27 (50 ng/ml; R&D 
Systems), p28/CLF (50 ng/ml), IL-11 (50 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml) or hyper IL-6 (10 
ng/ml). Cells were fixed with 2% formaldehyde for 10 min at 37°C, washed with cold 
PBS, resuspended in ice-cold Perm-III (BD Bioscience) and incubated on ice for 30 
min. After two washes in PBS 2% FBS, cells were stained in PBS 2% FBS for 1 h 
with either FITC-labeled anti-phospho-STAT1 (Y701) or FITC-labeled anti-phospho 
STAT3 (Y705) mAbs at room temperature, washed and fluorescence analyzed by 
flow cytometry. When used, anti-IL-6R and anti-gp130 mAbs (R&D Systems) were 
added 10 min before cytokine stimulation. 
 
Proliferation assays  
Ba/F3 transfectants (5x10
3
 cells/well in 96 well plates) were incubated in 
triplicates with indicated dilutions of recombinant proteins for 72 h in RPMI-1640 
supplemented with 5% FBS. Proliferation was measured using a fluorometric assay 
(Alamarblue; Serotec). Fluorescence was measured at 590 nm (excitation wavelength, 
530 nm) with a Wallac Victor2 1420 Multi-label Microplate Reader (PerkinElmer 
Life and Analytical Sciences).  
 
CD4 T cell differentiation assays  
Spleen and lymph node CD4 T cells were enriched by magnetic bead-
depletion of CD8 and NK cells according to the manufacturer’s instructions 
(StemCell Technologies Inc. Vancouver, BC). Cells were plated in 96-well round-
bottomed plates (Corning, Lowell, MA) at a density of 5x10
6
 cells per ml. Cells were 
stimulated with plate-coated anti-CD3 and soluble anti-CD28 (both at 1 g/ml; BD 




g/ml; eBiosciences, San Diego, CA). IL-17 production was induced using human 
TGF- (1 ng/ml; Sigma) and IL-6 (10 ng/ml; Peprotech). When added, IL-27 (R&D 
Systems) and p28/CLF were used at 50 ng/mL. CD4 T cells were supplemented with 
fresh medium and reagents at day 3. After 4 days of culture, enriched CD4 T cells 
were restimulated with PMA (50 ng/ml) and ionomycin (1 g/ml) for 4h. During the 
last 2 h, cytokine secretion was blocked with brefeldin A (5 g/ml). Cells were 
collected and fixed with formaldehyde (2%) for 30 min at room temperature. Cells 
were permeabilized with saponin (0.5%) and stained with FITC-labeled anti-CD4 
(BD Biosciences), allophycocyanin-labeled anti-IFN- (BD Biosciences) and PE-
labeled anti-IL-17 (eBiosciences) for 1 h at room temperature. Fluorescence was 
measured using a FACSCalibur (BD Biosciences) and data were analyzed with the 
FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR).  
 
IL-10 secretion assays   
For IL-10 secretion assays with purified CD4 T cells, cells were isolated by 
FACS sorting and stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 as described in the 
previous section. IL-6, IL-27 and p28/CLF were used at 33 ng/ml. For secretion 
assays with unfractionated splenocytes, cells were activated with plate-coated anti-
CD3 and soluble anti-CD28 (both at 1 g/ml) with concentrations of IL-6, IL-27 and 
p28/CLF ranging from 0 to 600 ng/ml. After 4 d of culture, IL-10 secretion was 
measured by ELISA (BD Biosciences or R&D Systems) following the 
manufacturer’s instructions. 
 
Proliferation measurements using CFSE  
CD4 T cells purified by FACS sorting were stained with CFSE (Molecular 




with plate-coated anti-CD3 and anti-CD28 mAbs (both at 1 g/ml; BD Biosciences) 
at 2x10
6
 cells/mL in 96 round bottom well plate. For certain experiments, CD4 T 
cells were mixed with APC at 1:3 ratios. APC were obtained by FACS sorting and 
were negative for CD8, CD4 and NK1.1 markers. Cultures were supplemented with 
anti-IFN- and anti-IL-4 (both at 10 g/ml; eBiosciences). IL-27, IL-6 and p28/CLF 







The IL-27 p28 subunit and CLF form a secreted complex 
To study whether p28 can be secreted as a complex with CLF, we generated 
HEK-293 transfectants expressing epitope-tagged derivatives of p28 and CLF alone, 
or in combination. GFP cDNA transfectants were used as a control. The culture 
media were subjected to immunoprecipitation with tag-specific mAbs and the isolated 
fractions analyzed by Western blot. When culture medium from transfectants co-
expressing epitope-tagged derivatives of human p28 (p28-protC) and CLF (CLF-
FLAG) were immunoprecipitated with beads coupled to an anti-protein C mAb 
(recognizing the p28 tag) and the purified fractions assayed by Western blot, the 
CLF-FLAG protein was reproducibly detected (Fig. 1A). This result indicated the 
presence of a p28/CLF complex in the co-transfectant cell culture supernatants. The 
p28/CLF complex could also be detected using beads coupled to anti-FLAG mAb 
followed by revelation using the anti-protein C mAb (Fig. 1A). 
Secretion of p28 was observed in HEK 293 cells transfected with p28 cDNA 
in the absence of CLF cDNA (Fig. 1A upper panel). This could indicate that 
formation of a complex with a soluble cytokine receptor is not strictly required for 
p28 secretion in these cells. In line with this observation, secretion of p28 in the 
absence of EBI3 was reported (1). Alternatively, it could reflect the formation of a 
complex between p28 and endogenous CLF as HEK-293 can express CLF (23). 
 
The p28/CLF complex is produced by DCs 
As experiments with HEK-293 transfectants indicated that p28 and CLF can 




immune cells. Activated APC, such as DC express p28 mRNA (1, 28). As expected 
(1), LPS-induced DC maturation up-regulated p28 mRNA levels in both human and 
mouse DC (Fig. 1B and C). We analyzed human and mouse DC for concomitant CLF 
mRNA expression. We observed that DCs constitutively express CLF mRNA (Fig. 
1B and C). No p28 was detected in 3T3 fibroblasts used as a negative control (Fig. 
1C). Together, these data indicate that activated DCs have the potential to produce the 
p28/CLF complex. 
We next investigated whether p28 and CLF form a complex in DCs. As the 
commercial anti-mouse p28 mAb suitable for Western blot analysis was more 
sensitive than the anti-human p28 (supplementary Fig. S1A and data not shown), 
experiments were performed with mouse BM-derived DC. When immature or mature 
DC were lysed and subjected to immunoprecipitation with an anti-CLF Ab, a p28 
signal was detected by Western blot in the purified fractions (Fig. 1D). No signal was 
detected in lysates from p28 negative 3T3 cells used as a control. These data indicate 
that CLF and p28 can form a complex in primary DC. 
 
The p28/CLF complex stimulates human NK cells 
The observation that DCs produce the p28/CLF complex (Fig. 1D) prompted 
us to test whether p28/CLF was biologically active. As NK cells respond to DC 
signals (29) and are activated by IL-27 (1), we tested whether p28/CLF could affect 
NK cell function. NK cells are negative for EBI3 mRNA even after activation, 
allowing us to exclude a contribution of EBI3 secreted by target cells (1).  
Highly purified human NK cells were incubated with human p28/CLF alone 
or in combination with IL-2 or IL-12. The production of IFN- was measured by 
ELISA. Incubation with p28/CLF up-regulated IFN- production by NK cells 




manner (Fig. 2A and B). We analyzed the effect of p28/CLF on the expression of the 
NK cell activation markers CD54 and CD69. Expression of both CD54 and CD69 
was up-regulated by p28/CLF in NK cells stimulated with IL-2 or IL-12 (Fig. 2C). 
Incubation with p28/CLF did not modulate NK cell proliferation, perforin/granzyme-
B expression and cytotoxic activity on K562 target cells (Fig. 2D and data not 
shown),  
Together, these observations indicate that p28/CLF is biologically active: it 
increases IFN- production by activated NK cells.  
 
The p28/CLF complex activates cells expressing IL-6R and IL-27R 
IL-27R is made up of gp130 and WSX-1 (2). WSX-1 alone is sufficient for 
IL-27 binding (1). The formation of a complex between p28 and EBI3 is required for 
receptor recognition, as neither p28 nor EBI3 alone bind to IL-27R (2). We examined 
whether CLF could substitute for EBI3 in forming an alternative complex activating 
IL-27R. Experiments with mouse HEK-293 transfectants expressing WSX-1 
indicated that p28/CLF binds WSX-1 and that the binding could be prevented by 
competition with IL-27, suggesting that WSX-1 was involved in the p28/CLF 
receptor (supplementary Fig. S1B). We next used the IL-3 dependent mouse pro-B 
cell line Ba/F3 to study functional responses to p28/CLF. Ba/F3 cells can be rendered 
responsive to cytokines by transfection with receptor chain cDNAs and have been 
used to characterize both IL-27R and CLC/CLF receptor (1, 2, 22). Ba/F3 cells 
express endogenous WSX-1 and can be rendered IL-27-responsive by introducing 
gp130 cDNA (2). We transfected Ba/F3 cells with mouse gp130 cDNA and tested the 
effect of purified mouse recombinant p28/CLF on STAT1 and STAT3 
phosphorylation. Incubation of Ba/F3-gp130 transfectants with p28/CLF led to a 
detectable induction of STAT3 phosphorylation but no STAT1 activation, suggesting 




The Ba/F3-gp130 cells responded robustly to both mouse IL-27 and the gp130 ligand 
“hyper-IL-6” (25), indicating that the lack of response was not due to insufficient 
expression of WSX-1 or gp130 (supplementary Fig. S2A and Fig. 3A).  
IL-6 family members like p28 have three potential receptor binding sites (30, 
31). According to current IL-27/IL-27R complex model, p28 binds EBI3 through site 
I, WSX-1 through site II, while gp130 recruitment is mediated by site III (30). EBI3 
functions as a soluble  chain, required for receptor recognition and activation (2, 
30). Whereas CLF was initially considered a soluble  chain, it does not play this role 
in the CLC/CLF complex which requires the non-signaling CNTFR chain in 
addition to two signal-transducing subunits for functional responses (22). 
Mutagenesis analysis indicated that, whereas CNTFR binds CLC site I (the site 
interacting with  chains in the IL-6 family (31)), CLF binds CLC site III (32). 
Therefore, if p28/CLF is structurally similar to CLC/CLF, its receptor requires an  
chain in addition to WSX-1 and gp130. To investigate this hypothesis, we introduced 
cDNAs encoding mouse IL-6R or IL-11R into gp130-transfected Ba/F3 cells. 
These transfectants express functional receptors for either IL-27 and IL-6 (i.e. WSX-
1, gp130 and IL-6R) or IL-27 and IL-11 (i.e. WSX-1, gp130 and IL-11R). As 
expected, introduction of IL-6R or IL-11R rendered the Ba/F3-gp130 cells 
responsive to IL-6 or IL-11, respectively when analyzed for STAT1 and STAT3 
phosphorylation (Fig. 3A). Strikingly, introduction of the IL-6R chain strongly 
increased p28/CLF-induced STAT3 phosphorylation (Fig. 3A). In the presence of IL-
6R, STAT1 phosphorylation was comparable to the one induced by IL-6 (Fig. 3A). 
The effect of IL-6R cDNA transfection was specific, as no difference in the 
response induced by p28/CLF was observed between Ba/F3 transfected with gp130 
alone or with gp130 plus IL-11R (Fig. 3A). These results suggest that the receptor 




6R (Fig. 3D). In accordance with this model, we could detect p28/CLF binding on 
HEK-293 transfectants expressing mouse IL-6R (Fig. S1C). 
To further assess the involvement of IL-6R and gp130 in the p28/CLF-
receptor complex, we pre-incubated Ba/F3-gp130-IL-6R cells with blocking Abs 
specific for these two receptor chains (Fig. 3B and C). Incubation with either anti-IL-
6R (Fig. 3B) or anti-gp130 (Fig. 3C) Abs resulted in a clearly decreased level of 
STAT3 and STAT1 phosphorylation in response to p28/CLF, confirming the 
contributions of these two chains. No inhibition was observed when Ba/F3-gp130-IL-
6R cells were stimulated with IL-27 in the presence of an anti-IL-6R Ab, 
indicating that the effect observed was specific for p28/CLF (supplementary Fig. 
S2B). The involvement of WSX-1 could not be directly tested due to the lack of 
availability of suitable anti-WSX-1 Abs and the inefficiency of soluble mouse WSX-
1-Fc in blocking IL-27-induced responses in Ba/F3 cells transfected with gp130 at the 
concentrations of IL-27 required to induce a detectable STAT3 and STAT1 
phosphorylation or cellular proliferation (data not shown). Together, these results 
indicate that p28/CLF can activate JAK/STAT signaling pathways in cells expressing 
IL-6R, gp130 and WSX-1. A putative model of the p28/CLF receptor is depicted in 
Fig. 3D.  
To study the functionality of the STAT signaling in response to p28/CLF in 
the Ba/F3 transfectants, we measured cell proliferation. A clear proliferation was 
observed when Ba/F3 cells transfected with gp130 and IL-6R were incubated with 
p28/CLF (Fig. 4B). This proliferation could be inhibited by blocking anti-IL-6R or 
anti-gp130 Abs (Fig. 4C). The blocking Abs had no effect on IL-3-induced Ba/F3 
proliferation, indicating that the effect on the p28/CLF was specific (data not shown). 
Whereas Ba/F3-gp130 cells proliferated strongly when cultured with IL-27, their 
proliferation in response to p28/CLF was very limited (Fig. 4A). As expected, no 




shown). This indicates that the STAT3 phosphorylation induced by the p28/CLF 
complex in the absence of IL-6R (Fig. 3A) triggers minimal proliferation and that 
the STAT3 and STAT1 phosphorylation induced in Ba/F3 transfectants expressing 
WSX-1, gp130 and IL-6R is followed by a robust proliferation.  
  
CLF is not required for the activation of cells expressing IL-6R 
In the case of CLC/CLF, CLF is required for CLC secretion but is dispensable 
for CNTFR activation (22). It was previously reported that p28 is biologically active 
(11). We therefore compared p28 and p28/CLF using Ba/F3 transfectants expressing 
IL-27R or IL-27R plus IL-6R. Interestingly, unlike p28/CLF, p28 neither induced 
detectable STAT3 or STAT1 phosphorylation nor proliferation in Ba/F3 transfectants 
expressing IL-27R (Fig. 3A and 4A). This indicates that CLF is involved in the 
activation leading to low level STAT3 phosphorylation in the absence of IL-6R 
(Fig. 3A). In Ba/F3-gp130-IL-6R cells (expressing IL-27R and IL-6R), p28 
induced STAT1 and STAT3 phosphorylation followed by a proliferation comparable 
to that induced by the p28/CLF complex (Fig. 3A and 4B). STAT activation and 
proliferation could be inhibited using blocking anti-IL-6R and anti-gp130 Abs (Fig. 
3B and 4C). These results indicate that while p28 and p28/CLF have comparable 
activities on transfectants expressing WSX-1, gp130 and IL-6R, p28/CLF might 
have additional functions linked to its ability to induce STAT3 activation in cells 
expressing only IL-27R.  
 
The p28/CLF complex induces STAT1 and STAT3 phosphorylation in CD4 
and CD8 T cells and cytokine production in CD4 T cells 
To evaluate whether p28/CLF could induce signaling in T cells, we assessed 




node cells. Stimulation with p28/CLF induced an increase in STAT1 and STAT3 
phosphorylation in both CD8 and CD4 T cells (Fig. 5A). Interestingly, no effect could 
be detected on the cells negative for CD4 or CD8 (Fig. 5A). This suggests that the 
requirement for the IL-6R chain may render p28/CLF more specific for T cells than 
IL-27. To verify that the IL-6R chain was required for p28/CLF activity on T cells, 
we pre-incubated lymph node cells with an anti-IL-6R mAb (Fig. 5B). The blocking 
mAb markedly reduced the response induced by IL-6 or p28/CLF (Fig. 5B). As 
expected no effect was observed on the induction of STAT1 and STAT3 
phosphorylation by IL-27 (Fig. 5B). This indicates that IL-6R constitutes an 
essential part of the p28/CLF receptor in primary immune cells.  
The levels of STAT1 and STAT3 phosphorylation in T cells were lower than 
those observed following IL-27 stimulation. However, the rIL-27 used might have a 
higher potency than native IL-27 as it is a fusion protein structurally analogous to 
“hyper IL-6”, which is two orders of magnitude more potent than IL-6-soluble IL-
6R complex (25).  
As p28/CLF induced STAT signaling in CD4 T cells, we investigated whether 
p28/CLF had a functional effect on these cells. Purified CD4 T cells stained with 
CFSE were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 in the presence or absence of 
APCs and proliferation was assessed by flow cytometry (Fig. 5C). Under both culture 
conditions, CD4 T cell proliferation was inhibited by p28/CLF. Growth inhibition 
was stronger in the absence of APCs, indicating a direct effect of p28/CLF on CD4 T 
cells. We next investigated whether the inhibition of CD4 T cell proliferation was 
paralleled by an effect on differentiation. As Th17 differentiation has been shown to 
be induced by IL-6 plus TGF-and inhibited by IL-27 (10, 11, 33-35), we assessed 
IL-17 and IFN- expression in CD4 T cells expanded with anti-CD3 and anti-CD28 
in the presence of p28/CLF and TGF-. When cells were activated in the presence of 




ionomycin and PMA, the fraction of cells expressing IL-17 was comparable (Fig. 
6A). This indicates that p28/CLF, like IL-6, can drive Th17 differentiation in vitro 
(Fig. 6A). Interestingly, both IL-6- and p28/CLF-driven Th17 differentiation was 
suppressed by IL-27 (Fig. 6A lower panels).   
Both IL-27 and IL-6 have been shown to induce the production of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (15-17). This production is involved in the beneficial 
effect of IL-27 administration in the experimental autoimmune encephalomyelitis 
model of multiple sclerosis (16). We therefore investigated whether p28/CLF could 
also induce IL-10 production by activated CD4 T cells (Fig. 6B). When tested on 
purified CD4 T cells, p28/CLF, IL-6 and IL-27 induced similar peak levels of IL-10 
(Fig. 6B). We compared the potency of p28/CLF, IL-6 and IL-27 in inducing IL-10 
production. When tested on splenocytes, the potency of p28/CLF was similar to that 










 mice suggests 
that WSX-1 has additional ligands or that p28 forms complexes capable of activating 
IL-27R with alternative cytokine receptors (5, 19-21). We observed that tagged 
derivatives of p28 and CLF co-expressed in HEK-293 transfectants form a stable, 
secreted complex. As activated APCs have been shown to synthesize IL-27 p28 (1, 
28, 36), we used mouse BM-derived DC to shown that a p28/CLF complex could also 
be formed between the endogenous cytokine and the soluble cytokine receptor.  
We examined whether CLF could substitute for EBI3 in forming an 
alternative complex activating IL-27R. To investigate the activation of cells 
expressing IL-27R by p28/CLF, we used the mouse pro-B cell line Ba/F3. This cell 
line expresses WSX-1 and can be rendered IL-27-responsive by solely introducing 
gp130 cDNA (2). Ba/F3 transfected with gp130 showed a partial response to 
p28/CLF: incubation with the complex led to STAT3 phosphorylation but was 
insufficient to induce STAT1 activation and resulted in minimal cell proliferation, 
suggesting that the receptor required an additional chain. In accordance with this 
hypothesis, p28/CLF binds to HEK-293 transfectants expressing IL-6R. 
Introduction of IL-6R and gp130 cDNAs to generate Ba/F3 cells expressing IL-27R 
and IL-6R led to transfectants responding to p28/CLF by STAT1 and STAT3 
phosphorylation and proliferation. This response could be blocked using anti-IL-6R 
or anti-gp130 Ab. This indicates that p28/CLF can engage the two receptor chains of 
IL-6. It has already been shown that IL-6R binds CNTF and can substitute for 
CNTFR in the CNTFR (37). Therefore, these results bring to three the number of 
IL-6R ligands. We observed that p28/CLF binds to WSX-1 transfectants. This 




besides gp130 and IL-6R, WSX-1 (Fig. 3D). However, the implication of this IL-
27R signaling chain remains to be directly established using cells from WSX-1 
knock-out mice. An alternative model in which p28/CLF would signal by recruiting 
two gp130 chains can not be excluded. 
In the CLC/CLF complex, CLF is required for CLC secretion but dispensable 
for cytokine activity (22, 38). Furthermore, it was reported that p28 is biologically 
active (11). We therefore compared p28 and p28/CLF activities using Ba/F3 cells 
transfected with gp130 or gp130 plus IL-6R. The activity of p28 and p28/CLF were 
indistinguishable in transfectants expressing IL-27R and IL-6R, indicating that, like 
in the CLC/CLF complex, CLF is not required for receptor recognition (22, 39). 
However, unlike p28, p28/CLF induced a STAT3 phosphorylation in transfectants 
expressing only IL-27R. We confirmed this observation using HEK-293 cells 
transfected with gp130 and WSX-1 (data not shown). These observations suggest that 
in cells expressing IL-27R but not IL-6R, CLF could confer specific properties to 
p28. These p28/CLF specific effects are likely related to those induced by IL-6 family 
members activating preferentially STAT3, such as IL-6 (40). The mechanism by 
which CLF is modifying p28 activity remains to be determined. CLF could 
potentially increase the affinity of p28 for the WSX-1 / gp130 receptor signaling 
chains in the absence of the IL-6R chain. 
The observation that the p28/CLF complex could be detected in DCs 
prompted us to evaluate whether the composite cytokine could act on NK cells. The 
function of these cells is known to be modulated by DCs in vitro and in vivo (41-46). 
NK cells respond to IL-27 and do not express EBI3 (2). This excludes the neo-
formation of an IL-27 complex comprising the p28 subunit of p28/CLF and EBI3 
released by target cells. Whereas no p28/CLF-induced response was detected in 
unstimulated human NK cells, reproducible up-regulation of IL-2- or IL-12-induced 




increased expression of the activation markers CD54 and CD69. p28/CLF did not 
modulate the NK cell cytotoxic activities assessed by measuring the killing of the cell 
line K562. These observations suggest that the perforin/granzyme B-based pathway, 
which has been reported to be the main pathway mediating K562 cytolysis (47), is 
not affected by the composite cytokine.  
The increase in IFN- production detected indicates that the production of one 
of the key NK cell-DC cross talk mediator is regulated by p28/CLF. The observation 
that NK cell activation and IFN- production is up-regulated by p28/CLF (whereas 
cytotoxic activity is not affected) is in line with previous reports analysing the effects 
of DC-produced cytokines on NK cells, indicating that the regulation of cytotoxicity 
is mediated by type I IFNs, whereas production of IFN- is regulated by cytokines 
such as IL-12 and IL-18 (42, 48).  
The role of cytokines produced by DCs in the activation of NK cells is well 
established (42, 44, 45, 49, 50). This comprises secreted composite cytokines of the 
IL-12/IL-27 family and cytokine complexes expressed at the surface of the DC such 
as the IL-15/IL-15R chain complex  (1, 48, 50-53). Our results indicate that 
p28/CLF could, in combination with the structurally related IL-12 or with IL-2, 
participate in the cross-talk between DCs and NK cells. NK cells are important 
components of the innate immune response and, through their production of 
cytokines and lytic activity against infected or transformed cells, are crucial for both 
controlling infection and immune surveillance (51, 54). 
IL-27 has key anti-inflammatory roles in different models of infection and 
autoimmune disease, inhibiting Th17 differentiation and promoting the induction of 
the anti-inflammatory cytokine IL-10 by CD4 and CD8 T cells (10, 11, 15, 16, 18). 
IL-27 directly antagonizes the effect of IL-6 on CD4 T cell proliferation and Th17 
differentiation, whereas both cytokines have similar activities regarding induction of 




STATs in T cells (2, 6, 55, 56). The anti-inflammatory effects of IL-27 on T cells 
linked to either the inhibition of IL-2 production, Th17 differentiation or the 
induction of IL-10 production have been shown to be mediated by STAT1 and 
STAT3 (10, 11, 13, 16, 17). We therefore evaluated whether p28/CLF activates 
STAT1 and STAT3 in T cells (57). Stimulation with p28/CLF induced STAT1 and 
STAT3 phosphorylation in lymph node cells expressing either CD4 or CD8, whereas 
no effect could be detected on cells negative for these markers. As the cells negative 
for CD4 and CD8 were barely responsive to IL-6 and markedly less responsive to IL-
27 than the CD4 or CD8 positive cells, this observation is likely to reflect a higher 
threshold of activation of the non-T cell populations present in the cultures by this 
group of cytokines under the experimental conditions used. This could be the result of 
a lower expression of components of the receptor, of the JAK/STAT signaling 
pathway or an increased steady state activation of JAK/STAT negative regulators. 
We could verify using a blocking Ab that the IL-6R chain was required for 
p28/CLF-induced T cell activation.  
We investigated whether the induction of STAT phosphorylation was 
paralleled by functional effects on CD4 T cells. We observed that p28/CLF inhibited 
the anti-CD3 plus anti-CD28-induced proliferation of CD4 T cells in the presence or 
absence of APCs, further indicating a direct effect of the complex on CD4 T cells. 
Interestingly, p28/CLF in combination with TGF- induced the differentiation of 
CD4 T cells capable of producing IL-17 to a similar level than that of IL-6 plus TGF-
 and this effect could be completely prevented by the addition of IL-27. The marked 
difference between the effects of IL-27 and those of p28/CLF under these culture 
conditions suggests that the type of  chain involved (i.e. IL-6R or EBI3) in the 
receptor complex changes the nature of the signal induced in the activated T cells. 
Marked differences between the responses induced by cytokines engaging different 




previously (58). These results show that p28 and p28/CLF can have regulatory effects 
which differ from IL-27 regarding the production of IL-17, a cytokine which plays a 
pivotal role in several autoimmune diseases (59, 60).  
Both IL-6 and IL-27 induce the production of IL-10 by T cells (10, 11, 15, 
16). These cytokines play an important role in the control of inflammation and 
autoimmunity (61-64). We observed that the addition of p28/CLF to CD4 T cell 
cultures induced levels of IL-10 comparable to those induced by IL-6 or IL-27, 
indicating that p28/CLF could, like IL-27, have immunosuppressive effects through 
the induction of IL-10 production (15-17).  
The initial characterization of p28/CLF using NK and T cells indicates that it 
could share functions with both IL-27 and IL-6. IL-6 is a key pleiotropic pro-
inflammatory cytokine which drives the transition from the early innate immune 
response (involving neutrophil recruitment), to the mononuclear leukocyte-mediated 
adaptive immune response, promoting both humoral and cellular reactions (40). IL-27 
is believed to be required for the resolution of adaptive responses and the prevention 
of chronic inflammation (4-12). A comparison between the phenotypes of mice 
deficient for IL-6 and IL-6R would provide information as to the roles of alternative 
IL-6R ligands such as p28/CLF in vivo.  
Blocking IL-6R with mAbs is a promising therapeutic avenue which has 
been extensively investigated in preclinical models of inflammatory and auto-immune 
diseases (40, 65, 66). It led to the development of humanized blocking antibodies 
such as tocilizumab (67). Tocilizumab has been tested in clinical trials for the 
treatment of Castelman’s disease (68), rheumatoid arthritis (69-71), juvenile 
idiopathic arthritis (72) and Crohn’s disease (73). It has been approved by Japanese 
and European regulatory agencies and is currently reviewed by the US Food and 
Drug Administration (74, 75). The observation that IL-6R is also engaged by 




mode of action of tocilizumab and for precise comparisons with other IL-6 inhibitors 
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FIGURE 1. CLF forms a complex with the IL-27 p28 subunit. (A) Human 
p28-protC alone, the CLF-FLAG/p28-protC complex and CLF-FLAG alone or a GFP 
control were immunoprecipitated with beads coupled to anti-protein C or anti-FLAG 
mAbs. Proteins were revealed by Western blot using mAbs specific for the indicated 
epitope tags. WB, Western Blot; IP, Immunoprecipitation. Human monocyte-derived 
DC. (B and C) human monocyte- (B) and mouse BM-derived DC (C) were left 
unstimulated (iDC) or stimulated (mDC) with LPS (20 ng/ml or 1 g/mL, 
respectively). RNA was isolated at 48 h (human DC) or 18 h (mouse DC). Expression 
of p28 and CLF mRNA was assessed by RT-PCR. The control without reverse 
transcriptase is indicated as “–RT”. (D) BM-derived DC were left unstimulated (iDC) 
or stimulated for 18h with LPS (mDC). After lysis, the p28/CLF complex was 
immunoprecipitated with anti-CLF Ab (lanes +) or isotype control (lanes -) and 
analyzed by Western blot with anti-p28 mAb. Mouse 3T3 fibroblasts were used as 
negative control. 
 
FIGURE 2. The p28/CLF complex enhances NK cell activation. (A) NK cells 
purified from 3 independent donors were stimulated with the indicated concentrations 
of IL-2 or IL-12 in the presence or absence of purified p28/CLF (100 ng/ml) for 48 h 
and IFN- production was measured by ELISA. (B) Purified NK cells were incubated 
for 48 h with medium alone, IL-2 (100 U/ml) or IL-12 (5 ng/ml) and various 
concentrations of p28/CLF (2-50 ng/ml). Errors bars indicate the SEM of triplicate 
cultures. (C) NK cells were incubated for 24 or 48 h with medium alone, IL-2 (100 
U/ml), p28/CLF (100 ng/ml) or a combination of the two cytokines. Expression of 




(100 U/ml), IL-2 and p28/CLF (100 ng/ml) or IL-2 and IL-27 (100 ng/ml) for 48 h 
were incubated for 4 h at 37°C with K562 target cells at the indicated effector:target 
(E:T) ratios and the fraction of specific lysis determined. Errors bars indicate the 
SEM of triplicate cultures. 
 
FIGURE 3. Both p28 and the p28/CLF complex induce STAT1 and STAT3 
phosphorylation in Ba/F3 cells transfected with gp130 and IL-6R. (A) Ba/F3 
transfectants expressing endogenous WSX-1 in combination with either gp130, 
gp130 and IL-11R or gp130 and IL-6R were stimulated with the cytokines 
indicated for 15 min, then fixed and permeabilized. STAT phosphorylation was 
assessed by flow cytometry. (B and C) Ba/F3-IL-6R cells were pre-incubated with 
blocking anti-IL-6R mAb (0.5 g/ml) (B) or anti-gp130 mAb (1 g/ml) (C) before 
stimulation. MFI values are indicated in the histograms. Data are representative of 3 
independent experiments. (D) Representation of the putative p28/CLF receptor based 
on the current models of the IL-27-IL-27R and CLC/CLF-CNTFR complexes (2, 30, 
32). According to this model, the CLF Ig-like domain would engage the p28 binding 
site III. The p28/CLF complex would bind IL-6R and WSX-1 through cytokine-
binding homology regions (CHR)-p28 site I and site II interactions, respectively. 
Recruitment of the gp130 subunit would require an exchange between the Ig-like 
domains of CLF and gp130. Fn III, fibronectin-III domains. 
 
FIGURE 4. Both p28 and the p28/CLF complex induce the proliferation of 
Ba/F3 transfected with gp130 and IL-6R. (A and B) Transfectants expressing 
endogenous WSX-1 in combination with gp130 (Ba/F3-gp130) or gp130 and IL-6R 
(Ba/F3-gp130-IL-6R) were incubated with the cytokines indicated for 72 h and 




transfectants were incubated with IL-6 (50 ng/ml), p28/CLF (50 ng/ml) or p28 (50 
ng/ml) and the indicated blocking mAbs. Errors bars indicate the SEM of triplicate 
cultures. 
 
FIGURE 5. The p28/CLF complex induces IL-6R-dependent STAT1 and 
STAT3 phosphorylation and proliferation in T cells. (A) Lymph node cells were 
stimulated with 50 ng/ml of the cytokines indicated for 15 min, fixed, permeabilized 
and stained with anti-CD4, anti-CD8 and either anti-pSTAT1 or anti-pSTAT3 mAbs. 
(B), lymph node cells were pre-incubated with (dashed line) or without (bold line) 
blocking anti-IL-6R mAb (0.5 g/ml) before cytokine stimulation. MFI values are 
indicated in the histograms. Filed grey histograms, unstimulated cells. (C) CFSE 
dilution analysis of CD4 T cells activated with anti-CD3, anti-CD28 in the presence 
(left panel) or absence of APC (right panel) for 3 d. For CFSE fluorescence analysis, 
cultures were re-stained with Alexa 700-labeled anti-CD4 mAb and plots were gated 
on CD4
+
 cells. Filled gray histograms, control cells. Open histograms, cells incubated 
with p28/CLF (50 ng/ml). Data are representative of 3 independent experiments. 
 
FIGURE 6. The p28/CLF complex modulates CD4 T cell differentiation and 
IL-10 secretion. (A) Cells were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 in the 
presence of the indicated cytokines, with (lower panels) or without (upper panels) IL-
27 (50 ng/ml) for 4 days. The cell culture medium comprised a combination of 
blocking anti-IL-4 and anti-IFN- Abs. Cells were restimulated with ionomycin and 
PMA (4 h), fixed, permeabilized, stained with anti-CD4, anti-IFN- and anti-IL-17 
and analyzed by flow cytometry. Brefeldin A was added for the last 2 h. IL-6, TGF- 
and p28/CLF were used at 10, 1 and 50 ng/ml, respectively. MFI values are indicated 




cells were activated with either IL-6 (33 ng/ml), IL-27 (33 ng/ml) or p28/CLF (33 
ng/ml) as indicated. IL-10 levels were measured by ELISA at day 4. Errors bars 
indicate the SEM of triplicate cultures. Data are representative of 2 independent 
experiments. (C) Splenocytes were incubated with the indicated concentrations of IL-
27, p28/CLF or IL-6. IL-10 secretion was assessed by ELISA. Data are representative 



































































































Figure 23. Expression de l’ARNm de l’IL-27 dans la moelle osseuse 
stimulée. 
Des cellules de moelle osseuse de souris ont été cultivées pendant 6h ou 3 
jours avec différents ligands des TLR. L’expression de l’ARNm des sous-



























Purification sur HA Purification sur NiNTA 
Elution Elution  
Avant purification 
Après purification 



































Th0 IL-6 IL-27 CLC/CLF 
12% 9% 59% 15% 
10% 9% 64% 16% 
-TGFβ 
+TGFβ 
Figure 25. Induction de la sécrétion d’IFNγ par CLC/CLF dans les 




5ème partie : Discussion 
 
 Dans le but d’améliorer la compréhension de certaines cytokines de la famille 
de l’IL-6, les objectifs principaux de ce projet de thèse visaient dans un premier 
temps à caractériser la sous-unité p28 de l’IL-27. Nous avons défini son ciblage vers 
le tissus osseux grâce à un motif spécifique d’acides aminés, son effet sur les 
lymphocytes B lorsqu’elle est associée à CLF, ainsi que l’effet dû à son recrutement 
de la chaîne IL-6Rα sur les lymphocytes T. Dans un second temps, dans le cadre de la 
recherche d’un deuxième récepteur pour la cytokine CLC/CLF, nous avons 
caractérisé un second récepteur murin pour le CNTF. Enfin, nous avons démontré que 
l’IL-6 était capable d’activer la voie Jak/STAT5 dans les lymphocytes T CD4+. 
 
I. Caractérisation de la sous-unité p28 de l’IL-
27 
 La séquence de la sous-unité p28 a été publiée en 2002 lors de la 
caractérisation de l’IL-27 (Pflanz, Timans et al. 2002). Cette cytokine composée de la 
sous-unité p28 associée au récepteur soluble EBI3 a été initialement décrite comme 
étant sécrétée par les cellules présentatrices d’antigènes activées et permettant 
l’expansion clonale des lymphocytes T CD4+ naïfs, ainsi que la production d’IFNγ 







La sous-unité p28 permet-elle le ciblage de l’IL-27 vers l’os ? 
 La sous-unité p28 possède un motif d’acides aminés unique aux cytokines de 
la famille IL-6/IL-12. Ce motif chargé négativement est similaire à celui retrouvé 
dans le composant protéique principal de l’os, la protéine BSP. Le ciblage et la 
liaison de la BSP à l’os sont permis par les charges négatives de ce motif (Tye, 
Rattray et al. 2003). Nous avons démontré que le motif de treize acides glutamiques 
consécutifs (motif polyE) présent dans la sous-unité p28 permettait sa liaison à 
l’hydroxyapatite et à l’os (Article 1). De manière intéressante, le motif polyE de p28 
est localisé au niveau de la boucle reliant les hélices α C et D. Comme ce motif est 
situé en dehors des séquences codantes pour chacun des trois sites de liaison (site I, II 
ou III), p28 semble capable de lier simultanément l’os ainsi que ses chaînes 
réceptrices. En effet, l’IL-27 est toujours capable d’activer la voie de signalisation 
Jak/STAT dans des lymphocytes CD4
+
 lorsqu’elle est associée à l’hydroxyapatite 
(Article 1). Il est certain qu’il serait intéressant de démontrer que l’IL-27 conserve 
d’autres activités biologiques lorsqu’elle est liée à l’hydroxyapatite. Cependant, cette 
dernière observation laisse présager que l’IL-27 demeure active lorsque son motif 
polyE n’est plus accessible. Nous n’avons pas pu tester réellement la conservation de 
son activité puisque de tels essais sont difficilement réalisables. Nous avons choisi 
d’analyser uniquement l’activation de la voie Jak/STAT puisque ces expériences sont 
réalisées en 15 minutes. Lors d’essais d’activité biologique, qui durent plusieurs 
jours, il est quasiment certain que l’IL-27 ne reste pas associée à la résine 
d’hydroxyapatite. De plus les milieux et différents tampons utilisés risqueraient de 
détacher la cytokine de l’hydroxyapatite, si cette interaction a perduré lors de la 
culture cellulaire. 
 
Afin de démontrer l’implication du motif polyE dans la liaison de l’IL-27 et 




démontrer l’implication du motif polyE de la BSP pour sa liaison à l’hydroxyapatite 
(Tye, Rattray et al. 2003). Nous avons généré une forme mutée de l’IL-27 dans 
laquelle le motif polyE a été remplacé par un motif d’alanine, acide aminé de charge 
neutre. La perte du motif polyE dans la forme mutée de p28 ne permet plus à l’IL-27 
d’être préférentiellement ciblée vers le tissu osseux (Article 1). Il reste à démontrer 
que la liaison de p28 à l’os n’implique aucune des chaînes réceptrices de l’IL-27 (à 
savoir gp130 ou WSX-1). L’obtention récente de souris WSX-1-/- par le laboratoire 
pourrait permettre de tester la liaison de l’IL-27 à l’os en absence d’IL-27R en 
employant la technique de transfection hydrodynamique dans ces souris. 
Lors de notre étude, nous avons préféré employer la méthode de transfection 
hydrodynamique afin de faire exprimer l’IL-27 par la souris, plutôt que l’injection de 
cytokine mutée ou sauvage. L’utilisation de la technique de transfection 
hydrodynamique permet à la souris de synthétiser et de secréter elle-même au niveau 
hépatique la protéine codée par l’ADNc injecté (Liu, Song et al. 1999). Cette 
approche a été utilisée avec succès pour étudier les activités biologiques in vivo de 
plusieurs cytokines incluant l’IL-12 et l’IL-27 (Matsui, Kishida et al. 2009; Salcedo, 
Hixon et al. 2009; Stumhofer, Tait et al. 2010) . Elle permet une production continue 
de la cytokine durant plusieurs jours. De plus, afin de suivre notre protéine d’intérêt, 
nous avons généré des formes biotinylables in vivo de l’IL-27 muté ou non (cette 
approche sera décrite plus précisément dans la section suivante). 
La démonstration de la liaison de p28 et de l’IL-27 par le motif polyE de p28 
à la matrice osseuse laisse présager un ciblage de l’IL-27 et/ou de p28/CLF vers l’os. 
De manière intéressante, nous avons aussi observé que l’ARNm des deux sous-unités 
de l’IL-27 était présent dans des cultures de moelle osseuse stimulées avec du 
lipopolysaccharide (LPS) ou de l’acide polyinosinic:polycytidylic (polyI:C) (donnée 
non publiée, Annexe 2 figure 23). En effet, nous avons cultivé des cellules de moelles 




récepteurs de l’immunité innée. L’expression des deux sous-unités de l’IL-27 dans 
ces cultures stimulées rend envisageable l’hypothèse que l’IL-27, produite localement 
par les cellules présentatrices d’antigène en réponse à l’activation des TLR (Pflanz, 
Timans et al. 2002), puisse se lier à l’os. 
 
Le ciblage de l’IL-27, décrite comme ayant des propriétés anti-tumorales 
(Batten and Ghilardi 2007), vers l’os pourrait être bénéfique pour certaines 
applications thérapeutiques où le ciblage de la niche endostéale serait judicieux. Il 
existe au niveau osseux des structures particulières appelées niches, où résident les 
cellules souches hématopoïétiques. Ces niches permettent non seulement le maintien 
de leur stade quiescent en leur fournissant les cytokines et facteurs de croissances 
nécessaires, mais elles vont aussi leur apporter les signaux nécessaires à l’orientation 
de leur différenciation. De plus, plusieurs cancers tels que le cancer du sein, de la 
prostate ou du poumon génèrent des métastases osseuses. Il est donc probable que 
l’IL-27, grâce à son ciblage préférentiellement osseux, puisse exercer un rôle 
bénéfique au niveau des niches endostéales en limitant la prolifération de cancers 
ostéophiles et/ou de métastases osseuses. La localisation préférentielle de ces 
métastases au niveau de niches osseuses fait de ces niches un endroit de choix pour le 
ciblage de thérapies. Ainsi, nous pourrions envisager d’utiliser le motif polyE comme 
« étiquette » afin de diriger les protéines désirées vers l’os (Millan, Narisawa et al. 
2008). En effet, un ciblage préférentiel vers le tissu osseux permettrait de réduire 
certains effets secondaires, mais aussi d’augmenter la spécificité de certains 
traitements.  
De façons similaires, le ciblage de cytokines à l’aide de ce motif polyE 
pourrait être bénéfique pour localiser certaines cytokines d’intérêt, telles que le GM-
CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), au sein des niches 




T et les macrophages, est utilisée en thérapie afin de permettre le recrutement et 
l’expansion des cellules souches hématopoïétiques ainsi que leur différenciation 
granulocytaire et monocytaire (Hayashida, Kitamura et al. 1990; Gurion, Shacham-
Abulafia et al. 2011). Son ciblage spécifique au sein de la moelle osseuse serait donc 
bénéfique. 
De plus, l’hypothèse de l’existence de cellules souches cancéreuses devient de plus en 
plus documentée, nous pouvons donc envisager de cibler celles qui sont localisées 
dans la moelle osseuse plus spécifiquement grâce à ce motif polyE. Aussi, 
l’orientation de la différenciation des cellules souches vers des cellules capables 
d’induire l’abolition de cellules cancéreuses est envisageable. 
Pour revenir à l’IL-27, nous pouvons envisager de l’utiliser dans le traitement 
du myélome multiple puisqu’en plus d’exercer des effets bénéfiques sur les cellules 
myélomateuses, elle permettra la résorption des lésions osseuses induites lors de cette 
pathologie (détaillé ultérieurement). 
 
Une équipe de recherche a démontré en 2008 que la présence de 6 à 8 acides 
glutamiques consécutifs est suffisante pour générer une liaison avec la matrice 
osseuse (Takahashi-Nishioka, Yokogawa et al. 2008). Au vue de la structure de 
l’hydroxyapatite, il serait intéressant d’analyser si la liaison protéique à l’os est due 
uniquement à la charge protéique. Auquel cas, l’acide aspartique pourrait remplacer 
le glutamate dans le motif de liaison de certaines protéines. Ainsi, il serait intéressant 
d’étudier si une forme mutée de p28, dans laquelle le motif polyE serait remplacé par 
un motif de plusieurs acides aspartiques (polyD), permet à la protéine de conserver sa 
capacité de liaison à l’os. Ceci permettrait d’établir si cette liaison n’est possible 
qu’avec l’acide glutamique ou si elle peut être générée avec un autre acide aminé 





Récemment, une équipe de recherche a identifié une protéine kinase atypique, 
Fam20C, sécrétée et localisée dans le Golgi (Tagliabracci, Engel et al. 2012). Cette 
dernière a été caractérisée comme permettant la phosphorylation de la plupart des 
protéines sécrétées impliquées dans la minéralisation osseuse ayant une forte affinité 
pour le calcium, telles que la BSP. De manière intéressante, Fam20C reconnait la 
séquence consensus S-x-E, où E et S correspondent aux acides aminés sérine et 
glutamate respectivement, et x correspond à n’importe quel acide aminé 
(Tagliabracci, Engel et al. 2012). Ce motif est retrouvé dans la séquence de la sous-
unité p28, au niveau de la séquence codante pour l’hélice α D. Il serait donc 
intéressant d’analyser si ce motif consensus retrouvé dans p28 lui permet d’être 
phosphorylé par cette kinase. Comme les cellules HEK-293 expriment cette kinase de 
manière spontanée, l’analyse de la phosphorylation de p28 pourrait être réalisée à 
l’aide de cellules HEK-293 transfectées et exprimant p28 et/ou l’IL-27. Aucune étude 
n’a été menée sur le rôle de la phosphorylation des cytokines de la famille de l’IL-6. 
Si ces résultats s’avèrent positifs, il serait intéressant d’analyser le rôle de p28 et/ou 
de l’IL-27 dans la nucléation de l’hydroxyapatite. En effet, il a été démontré que ce 
motif S-x-E phosphorylé se liait au calcium et permettait la régulation de la 
précipitation de calcium phosphate (George and Veis 2008). Ce processus, aussi 
nommé nucléation, correspond à la première étape de la calcification osseuse durant 
laquelle des cristaux d’hydroxyapatite sont déposés sous une forme amorphe sur la 









Identification de nouvelles techniques de laboratoire utilisant le motif 
polyE de p28 
Nous avons observé que le motif polyE décrit précédemment (Article 1) 
pouvait de plus être utilisé comme « étiquette » de purification de protéines (données 
non publiées, Annexe 2 figure 24). En effet, suite à la production bactérienne de p28 
(étiqueté 6 His et contenant le motif polyE), nous avons comparé les purifications 
protéiques de p28 bactériens obtenus suite à une purification avec une résine Ni-NTA 
ou à l’aide de résine d’hydroxyapatite. La protéine liée soit à la résine Ni-NTA par 
son étiquette 6 His, soit à la résine d’hydroxyapatite par son motif polyE, a été lavée 
et éluée par diminution de pH dans le premier cas et par un gradient phosphate dans 
le second cas. 
La technique de chromatographie sur hydroxyapatite est largement utilisée 
pour purifier certaines protéines puisqu’elle possède les avantages d’utiliser une 
résine peu couteuse et d’éviter l’étape de la dialyse qui suit la purification protéique, 
étape durant laquelle le risque de perdre la protéine purifiée est non négligeable. Cette 
technique a d’ailleurs déjà été utilisée pour purifier la sous-unité p28 (Stumhofer, Tait 
et al. 2010). 
Un projet dans la continuité de nos observations permettrait de démontrer que 
l’insertion d’un seul et unique motif polyE suffirait à la purification de la protéine 
ainsi que son ciblage vers l’os.  
 
Afin d’étudier le ciblage préférentiel de p28 vers l’os, nous avons mis au point 
une nouvelle approche permettant la biotinylation de protéines in vivo (Article 1). La 
technique employée fut celle de la transfection hydrodynamique qui permet 




rapide de l’ADNc de la protéine d’intérêt dans un grand volume permet de générer 
une forte pression intraveineuse chez la souris. Les contractions cardiaques résultant 
de cette pression permettent un retour veineux par la veine cave au niveau du foie. 
Ainsi les cellules du parenchyme hépatique, qui sont bordées par des réseaux de 
capillaires, se retrouvent perméabilisées et transfectées (Suda and Liu 2007).  
Afin de suivre nos protéines d’intérêt ex vivo, nous avons modifié l’ADN 
plasmidique pour que la protéine synthétisée par les cellules hépatiques des souris 
soit biotinylée. En effet, nous avons inséré dans le vecteur plasmidique la séquence 
codante pour une forme sécrétée de la biotine ligase codée par le gène BirA de E. coli 
(Cronan 1990; Chapman-Smith and Cronan 1999) ainsi que la séquence codante pour 
l’Avitag, petit peptide qui peut être biotinylé spécifiquement par la biotine ligase 
BirA (Schatz 1993). Ce dernier, étant placé à la suite de l’ADN codant pour la 
protéine d’intérêt, va permettre à la celle-ci d’être biotinylée. De la biotine, substrat 
de la BirA ligase, fut ajoutée dans la seringue d’injection ainsi que administrée par 
voie orale aux souris. Notre approche est une extension de la co-expression de la 
biotine ligase et des protéines étiquetées avec un épitope Avitag in vitro (Schatz 
1993). Elle permet de conjuguer la spécificité et l’efficacité de la biotinylation par la 
biotine ligase avec la sensibilité de la détection des protéines biotinylées par la 
streptavidine (Weber, Ohlendorf et al. 1989). 
Cette technique de production de protéines biotinylées in vivo est intéressante 
puisqu’elle permet de suivre la protéine après sa synthèse par les cellules hépatiques 
de la souris. La conjugaison de la technique de transfection hydrodynamique avec 
cette dernière méthode est avantageuse pour l’étude de certaines protéines ou 
mécanismes pour lesquels la protéine d’intérêt peut être révélée grâce à de la 
streptavidine qui va reconnaitre spécifiquement la biotine (Green 1975), permettant 






Caractérisation du récepteur de la cytokine p28/CLF  
 Nous avons démontré au laboratoire que la sous-unité p28 était capable de 
s’associer avec le récepteur soluble de la cytokine CLC/CLF, permettant ainsi la 
génération d’une nouvelle cytokine composite, p28/CLF (Annexe 1). Cette cytokine 
dimérique est ainsi apparentée à l’IL-27. Comme l’IL-27 a été principalement étudiée 
lors de sa découverte sur les lymphocytes T, nous nous étions initialement concentrés 
sur cette même population cellulaire lors de la caractérisation de p28/CLF. Ainsi, 
nous avons identifié des activités de p28/CLF, sécrétée par des cellules présentatrices 
d’antigènes telles que les cellules dendritiques, sur les lymphocytes T CD4. Celle-ci 
induit la différenciation de lymphocytes CD4
+
 murins en cellules de type Th17. De 
plus, elle permet d’activer les cellules NK humaines (Crabe, Guay-Giroux et al. 
2009). Les résultats obtenus lors de cette étude démontraient que p28/CLF activait les 
cellules co-exprimant la combinaison des chaînes réceptrices de l’IL-27 et de l’IL-6 
(soit WSX-1, gp130 et IL-6R). Le rôle des chaînes réceptrices IL-6Rα et gp130 a pu 
être établi à l’aide de transfectants et d’anticorps bloquants (Crabe, Guay-Giroux et 
al. 2009). L’implication de la chaîne WSX-1, quant à elle, n’a pu être démontrée 
directement. En effet, le modèle cellulaire d’étude (cellules Ba/F3) utilisé exprime la 
chaîne WSX-1 de manière endogène et les anticorps bloquants anti-WSX-1 ne sont 
pas disponibles commercialement.  
Afin d’étudier l’effet de la cytokine p28/CLF dans un modèle de 
plasmocytomes, nous avons utilisé une lignée cellulaire de plasmocytomes murin B9 
qui dépend de l’IL-6. Il s’est avéré que cette lignée cellulaire, contrairement à celle 
utilisée lors de la caractérisation de p28/CLF, n’exprimait pas la chaîne réceptrice 
WSX-1 et ne proliférait pas en réponse à l’IL-27. De façon inattendue, p28/CLF s’est 




nous ont permis d’établir que la chaîne WSX-1 n’était pas indispensable à la 
signalisation de p28/CLF (Article 2). 
 
De plus, nous avons obtenu de la compagnie Genentech des souris déficientes 
pour le gène WSX-1, ce qui nous a permis de confirmer ces derniers résultats sur des 
cellules primaires. La cytokine p28/CLF semble donc capable d’agir par le biais du 
récepteur de l’IL-6, ce qui pourrait expliquer que cette cytokine puisse substituer l’IL-
6 dans certains mécanismes tels que la prolifération de la lignée cellulaire B9. 
Cependant, nous ne pouvons pas exclure l’implication d’une autre chaîne réceptrice 
dans le récepteur de p28/CLF. En effet, l’expression endogène d’une chaîne 
réceptrice transmembranaire, telle que OSMRβ, LIFRβ ou IL-31R par exemple, par 
les cellules B9 et les lymphocytes T et son recrutement par p28/CLF ne peuvent à ce 
jour pas être écartés. 
Afin de déterminer si la chaîne réceptrice WSX-1 peut être impliquée dans la 
signalisation de p28/CLF, des études supplémentaires seraient utiles. Des expériences 
d’immuno-précipitations de WSX-1 dans des cellules Ba/F3 (modèle cellulaire utilisé 
lors de la caractérisation initiale de p28/CLF, Annexe 1) permettraient d’analyser si 
cette chaîne réceptrice est phosphorylée en réponse à la stimulation par p28/CLF. 
Ceci serait une indication quant à son recrutement. Ainsi, nous pourrions savoir si 








La sous-unité p28 exerce-t-elle une fonction dans le myélome multiple 
lorsqu’elle est associée à la sous-unité CLF ?  
 
Comme p28/CLF active le récepteur de l’IL-6 et que l’IL-6 joue un rôle 
fondamental dans la progression de la pathogenèse du myélome multiple (Bazan 
1990), nous nous sommes concentrés sur l’analyse des effets de p28/CLF sur les 
lymphocytes B. 
Au début de ce projet, nous avions démontré que l’engagement du récepteur de la 
cytokine p28/CLF entraîne l’activation de la voie Jak/STAT1/STAT3 dans une lignée 
cellulaire murine pro-B, les cellules Ba/F3 (Annexe 1). Nous pensions à ce stade de 
notre étude que le récepteur de p28/CLF était composé des chaînes réceptrices de 
l’IL-6R et de l’IL-27R. Il est à noter que de façon intéressante, la voie de 
signalisation de l’IL-27 conduit préférentiellement à l’activation de STAT1 
contrairement à l’IL-6 qui active préférentiellement STAT3. De plus, les effets anti-
apoptotiques dus à l’IL-6 semblent reliés à l’activation de STAT3. Cependant, 
l’activation de STAT1 par l’IL-27 semble être responsable des propriétés anti-
tumorales de cette dernière (Batten and Ghilardi 2007). Ainsi, l’activation par 
p28/CLF des chaînes transductrices du signal impliquées dans la signalisation de 
l’IL-6 et de l’IL-27 nous laissait présager un effet de p28/CLF dans un modèle de 
myélome multiple. Cependant, nous ne pouvions prédire si cet effet serait bénéfique 
ou néfaste. Nous avons donc décidé d’analyser les effets de la cytokine p28/CLF dans 
ce modèle. Pour ce faire, nous avons étudié les effets de p28/CLF sur les lymphocytes 
B.  
Durant ces travaux, nous avons démontré un rôle similaire de p28/CLF à celui 
de l’IL-6 sur cette population cellulaire (Article 2). Ces observations vont de paires 




2). De façon surprenante et contrairement à l’IL-6, nous avons observé que la 
cytokine p28/CLF est capable d’induire la différenciation plasmocytaire seule, sans 
ajout d’agent mitogénique tel que le LPS. Cette cytokine, dont les effets sont 
similaires à ceux de l’IL-6, semble de ce fait agir de manière différente de celle de 
l’IL-6. C’est pourquoi une analyse approfondie des effets de cette cytokine dans la 
pathogenèse du myélome multiple serait intéressante.  
De plus, des expériences de reconstitution dans des souris irradiées à l’aide de 
cellules de moelle osseuse transduites avec des vecteurs rétroviraux recombinants 
(MSCV), vides ou codant pour p28/CLF ou l’IL-27 permettraient une meilleure 
compréhension du rôle de ces cytokines au niveau de la moelle osseuse. 
En effet, l’IL-27 a été récemment décrite comme un agent potentiellement bénéfique 
dans le traitement du myélome multiple puisqu’en plus de ses activités anti-
tumorales, elle permet d’inhiber l’angiogenèse tumorale et favorise la prolifération 
ostéoblastique  (Furukawa, Takaishi et al. 2009; Cocco, Giuliani et al. 2010; Giuliani 
and Airoldi 2011). L’addition de ces observations avec celles de son ciblage 
préférentiel vers le tissu osseux (Article 1) laissent présager que l’IL-27 serait une 
cytokine de choix pour le traitement du myélome multiple. En effet, les plasmocytes 
tumoraux impliqués dans la pathologie du myélome multiple résident dans la moelle 
osseuse. Leur localisation préférentielle au niveau de niches pourrait permettre à l’IL-
27 de les cibler de manière avantageuse. En plus de son effet anti-tumoral, l’IL-27 
possède des propriétés anti-ostéoclastogéniques qui permettraient de limiter les 
fractures osseuses induites par la physiopathologie du myélome multiple ; tout en 
favorisant l’activité ostéogénique. Suite à ces observations, il devient évident qu’il 
serait intéressant d’étudier les effets de p28/CLF sur la balance 
ostéoclastes/ostéoblastes.   
La compréhension complète des cytokines impliquées dans la pathologie du 




pas de guérison totale à ce jour et les anticorps dirigés contre l’IL-6 ou son récepteur 
sont à l’étude dans le cadre de cette pathologie (Matsuyama, Nagashima et al. 2011). 
Étant donné que p28/CLF semble impliqué dans la prolifération myélomateuse, les 
traitements ciblant uniquement l’IL-6 ne seront pas optimaux. Par contre, l’inhibition 
de la chaîne IL-6Rα permettrait le blocage des effets proliférateurs dus à l’IL-6 ainsi 
que ceux dus à p28/CLF. 
Cependant, la combinaison de nos différents résultats suggère que l’ajout du motif 
polyE à certains traitements à l’étude aujourd’hui pour le traitement du myélome 
multiple leur permettrait un ciblage osseux potentiellement bénéfique. Ainsi, il est 
envisageable que l’ajout du motif polyE à des anticorps dirigés contre la chaîne IL-
6Rα, tels que le tocilizumab, conduise à une meilleure efficacité thérapeutique.  
 
 
L’effet de la liaison de l’IL-6Rα sur les activités biologiques de p28?   
Les activités biologiques des cytokines composites de la famille de l’IL-6/IL-
12 sont déterminées par le complexe chaîne α soluble / cytokine (Jones and Vignali 
2011). Pour analyser les propriétés biologiques que confère la liaison de p28 avec la 
chaîne  du récepteur à l’IL-6 lors du recrutement du récepteur par p28/CLF, nous 
avons utilisé une protéine chimérique dans laquelle les sous-unités p28 et IL-6Rα sont 
en fusion. Nous avons employé cette stratégie puisqu’il est à noter que la protéine 
CLC/CLF en fusion est inactive (données non publiées) (Perret, Guillet et al. 2004). 
Nous pensions qu’il en serait de même pour la cytokine p28/CLF car p28, comme 
CLC, lie CLF par le site III ; ce qui implique que la sous-unité CLF se dissocie de 
p28 lors de la liaison au récepteur (Crabe, Guay-Giroux et al. 2009). De plus, nous 
avons préféré employer une protéine de fusion pour les sous-unités p28 et IL-6Rα 




sous-unité p28 seule est difficile en cellules d’insectes et infaisables en cellules 
eucaryotes HEK-293 car ces dernières expriment du CLF de manière endogène.  
Lors de l’étude de l’effet de p28/CLF sur les lymphocytes B, la méthode 
employée pour la production de cette cytokine était de générer un vecteur 
bicistronique, dans lequel la séquence d’ADN codant pour les deux sous-unités de 
p28/CLF contenait un peptide auto-clivant. La cytokine ainsi générée n’était pas en 
fusion. Ainsi, nous ne contrôlons pas l’association de ces deux sous-unités lors de 
certaines expériences. Afin d’être certains que les effets observés étaient dus au 
p28/CLF et non à la sous-unité p28 associée à un autre récepteur soluble tel que 
EBI3, nous avons réalisé la majorité de ces expériences conjointement avec la 
cytokine p28/CLF produite en fusion. Cependant, l’obtention de résultats similaires 
ne nous permet pas de conclure quant à l’effet de la sous-unité p28 seule sur les 
lymphocytes B. 
Effectivement, l’association de p28 avec la chaîne IL-6Rα est possible et 
semble fonctionnelle, puisqu’elle permet l’activation des voies de signalisation 
Jak/STAT1 et 3 dans les lymphocytes T (Article 3). De plus, cette protéine de fusion 
entre p28 et IL-6Rα induit une différenciation des cellules T CD4+ en cellules Th17 
qui est différente de la différenciation en Th1 observée lorsque la sous-unité p28 est 
en fusion avec EBI3 (Article 3). De plus, la chaîne réceptrice WSX-1 ne semble pas 
être recrutée par cette protéine, contrairement à l’IL-27. Enfin, l’homéostasie des 
lymphocytes T est perturbée suite à la surexpression de la protéine p28/IL-6Rα dans 
la souris (Article 3). 
 
Puisque p28 semble capable d’exercer des effets sans être associé aux sous-
unités CLF ou EBI3, les mécanismes induits par la sous-unité p28 seule dans la 
pathologie du myélome multiple doivent être étudiés de manière approfondie. En 




plasmocytes et les BMSC (Figure 22). Ce dialogue cellulaire permet la génération 
non seulement d’IL-6, mais aussi d’IL-6Rα. Il est donc envisageable que 
l’augmentation de l’expression de ADAM 17, métallo-protéase qui clive la chaîne IL-
6Rα pour la rendre soluble permette d’augmenter la concentration des complexes 
p28/IL-6Rα et p28/IL-6Rα/CLF.  
De plus, nous savons que les différentes sous-unités des cytokines de la famille de 
l’IL-12 ne sont pas produites simultanément ni par les mêmes cellules. En effet, dans 
les cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes in vitro et activées par le 
LPS, les cinétiques d’expression des transcrits d’EBI3 et de p28 ne se superposent pas 
(Pflanz, Timans et al. 2002). De plus, la sous-unité p28, tout comme EBI3, peut être 
produite seule (Stumhofer, Tait et al. 2010). De ce fait, nous pouvons envisager que 
dans le cas du myélome multiple le p28 produit seul ou en association avec CLF 
génère un effet de type IL-6 en activant l’IL-6R. Ainsi, en absence d’EBI3, p28 
participerait à l’amplification de la pathologie alors qu’en présence d’EBI3, la 
formation d’IL-27 aurait des activités anti-tumorales et anti-ostéoclastogéniques. 
Il est à noter que la connaissance de l’affinité de p28 pour les sous-unités 
CLF, EBI3 et IL-6Rα ainsi qu’une comparaison des patrons et des cinétiques 
d’expression des différentes sous-unités permettraient d’établir des perspectives plus 
solides en comprenant mieux les différentes associations possibles. Comme 
mentionné précédemment, les cinétiques d’expression des sous-unités de l’IL-27, p28 
et EBI3, ne sont pas identiques. En effet, l’expression de la sous-unité p28 est 
maximale précocement dans les cellules dendritiques humaines dérivées de 
monocytes in vitro et activées par le LPS (après 3 à 6 heures de stimulation), et 
devient indétectable 24 heures après stimulation ; alors que l’expression d’EBI3 est 
maximale plus tardivement et décroît plus lentement, avec un niveau d’expression 




De ce fait, il est envisageable que la production précoce de p28 permette initialement 
la formation du complexe p28/CLF à l’instar de l’IL-27. Ainsi, il est possible que 
l’ajout de formes recombinantes de la sous-unité EBI3 permette de générer 
préférentiellement de l’IL-27. Nous pouvons donc suggérer qu’une augmentation de 
la concentration d’EBI3 permettrait de contre balancer les effets de type IL-6 et de 
générer des effets anti-tumoraux  et anti-ostéoclastogéniques en s’associant à p28. 
Une extrapolation de nos résultats nous permet de suggérer que l’expression de la 
sous-unité EBI3 modifiée et contenant un motif de plusieurs acides glutamiques serait 
d’autant plus bénéfique puisque la séquestration du p28 et la formation de l’IL-27 
aurait lieu préférentiellement au sein du tissu osseux. Cependant, ce motif devrait être 
intégré dans la partie N- ou C-terminale afin de ne pas interférer avec les régions 
impliquées dans la liaison avec p28. 
L’étude des associations cytokiniques préférentiellement formées in vivo reste 
un point incontournable afin de mieux caractériser les fonctions de la sous-unité p28. 
La méthode de transfection hydrodynamique nous permettrait d’analyser les 
différents complexes de cytokines (p28/EBI3, p28/CLF ou bien même un complexe 
trimérique composé de p28/EBI3/CLF) présents in vivo; chacune des différentes 
sous-unités comportant une étiquette différente. Ainsi, grâce à des expériences de co-
immunoprécipitations, nous pourrions savoir quel complexe composé de p28 est 
majoritaire en analysant le contenu du foie et du sérum. 
 
Stumhofer et al. (Stumhofer, Tait et al. 2010) ont récemment démontré que la 
sous-unité p28 était un antagoniste de gp130. Cette conclusion semble contradictoire 
avec nos observations et notre démonstration que la chaîne IL-6Rα conférait à p28 
des activités de type IL-6 (Article 3). En effet, les résultats obtenus lors de l’étude du 
complexe p28/sIL-6Rα sont en accord avec ceux discutés précédemment. Le 




signal gp130, sans nécessiter le recrutement de la chaîne WSX-1. De plus, l’effet de 
ce complexe sur les lymphocytes T est similaire à celui obtenu avec l’IL-6.  
Plusieurs hypothèses pourraient expliquer la contradiction des données obtenues avec 
celles décrites (Stumhofer, Tait et al. 2010). La première est que l’effet antagoniste de 
p28, dû à une interaction de faible affinité du site III de p28 avec gp130, serait 
prévenu par la liaison du CLF avec ce même site III (comme décrit dans l’article 3). 
Une autre source possible de discordance est que, Stumhofer et al. ont utilisé du p28 
produit en bactérie et renaturé lors de leur étude, alors que nous utilisons du p28/sIL-
6Rα produit en cellules eucaryotes. Enfin, Stumhofer et al. (Stumhofer, Tait et al. 
2010) démontrent le recrutement de la chaîne gp130 par p28 de manière très 
indirecte, en analysant le pourcentage de cellules dans lesquelles les protéines STAT1 
et STAT3 sont phosphorylées suite à une stimulation cytokinique avec une incubation 
préliminaire de p28 ou un déplacement de liaison de p28 avec une protéine composée 
d’IL-6 et d’IL-6Rα en fusion. 
La difficulté de compréhension du mode d’action de ce groupe de sous-unités réside 
principalement dans le fait que l’interaction entre les deux sous-unités de l’IL-27, p28 
et EBI3, est labile. De ce fait, la plupart des études concernant l’IL-27 a été réalisée 
en utilisant de l’IL-27 dite en fusion. Pour préserver la stabilité du complexe la 
production de cette cytokine nécessite un lien stable entre les deux sous-unités.  
De façon analogue, lorsque nous avons démontré la similarité des propriétés 
de l’IL-6 et du complexe p28/sIL-6Rα, nous avons utilisé une protéine de fusion. La 
nécessité de réaliser cette même étude avec une protéine non fusionnelle est cruciale 
afin de comprendre le mode d’action de p28. En effet, nous démontrons ici que 
l’association de p28 aux chaînes IL-6Rα ou CLF confère des propriétés de type IL-6 à 
p28. De façon opposée, l’association de p28 à EBI3 (IL-27) permet l’induction 
d’effets contraires à ceux de l’IL-6, expliqués par le recrutement de la chaîne 




en utilisant du p28 seul (Stumhofer, Tait et al. 2010). De plus, des expériences de 
surexpression ont réalisées. Cependant, ces dernières ont été effectuées avec du p28 
uniquement et non avec un ajout d’EBI3 afin de recréer le complexe p28/EBI3. 
Nous pouvons envisager que les effets de types antagonistes observés par cette équipe 
sont dus à l’utilisation de concentration sous-optimum de p28 bactérien. En effet, ces 
résultats sont simplement moins puissants que ceux observés avec de l’IL-6. Ils 
peuvent aussi être dus à l’association de p28 avec CLF, générant un effet moindre que 
celui observé avec l’IL-6 seul. De plus, p28 peut tout simplement être considéré 
comme un « agent antagoniste » de l’IL-6-R à de basses concentrations, mais avoir 
des effets de type « agonistes » à de plus fortes concentrations, explicables par 
l’utilisation d’un récepteur différent. 
 
Au vu de toutes ces analyses, il est évident que différentes interactions ainsi 
que des échanges de sous-unités soient possibles. Les différences dans les effets 
observés démontrent la nécessité de comprendre le fonctionnement du système 
impliquant p28. Des cinétiques d’expression dans différents types cellulaires ainsi 
que la connaissance des différentes affinités sont des paramètres fondamentaux pour 
élucider quelques interactions possibles. Aussi, afin de compléter l’analyse du 
complexe formé entre p28 et l’IL-6Rα soluble, nous projetons de réaliser des 
expériences dans lesquelles de la protéine p28/sIL-6Rα produite de manière non 
fusionnelle sera employée avec un ajout de EBI3 soluble. Ces expériences 
permettront d’analyser si des échanges d’association de p28 sont possibles. 
Comme ces cytokines sont des cibles potentielles dans les traitements 
thérapeutiques de différentes maladies, il est primordial d’arriver à démêler les 
interactions de chaque partenaire ainsi que les effets biologiques afin de mieux 
apprécier les effets cliniques désirables des effets secondaires envisageables. Cela 




II. Nouvelles caractéristiques du récepteur de 
l’IL-6 dans les lymphocytes T CD4+ 
  
 Les cytokines de la famille de l’IL-6 partagent les mêmes chaînes de 
récepteurs associées de manière différentes. Un récepteur peut permettre la 
signalisation de plusieurs cytokines, comme nous venons de le voir avec le récepteur 
de l’IL-6 qui permet l’induction de signaux dus à la cytokine p28/CLF. 
 
 
Implication du récepteur de l’IL-6 pour la signalisation du CNTF 
Le CNTF a été découvert par sa capacité à induire la survie des neurones 
parasympathiques du ganglion ciliaire dans des embryons de poule (Adler, Landa et 
al. 1979) et a été évalué dans le traitement de maladies neurodégénératives grâce à ses 
propriétés neuroprotectrices (Sieving, Caruso et al. 2006). Son récepteur trimérique 
(CNTFRα/gp130/LIFRβ) est commun à celui de la cytokine composite CLC/CLF 
(Elson, Lelievre et al. 2000). La spécificité d’action de ces deux cytokines est due à la 
chaîne CNTFRα, dont le profil d’expression est restreint principalement au niveau 
des systèmes nerveux et musculaires (Sleeman, Anderson et al. 2000). Au niveau du 
système immunitaire cette chaîne CNTFRα n’est pas exprimée (données non 
publiées). Or, il a été démontré que la cytokine CLC était capable d’agir au niveau du 
système immunitaire, en induisant entre autre la prolifération des lymphocytes B 
(Senaldi, Varnum et al. 1999; Senaldi, Stolina et al. 2002). Au vue de l’activité de 
CLC sur le système immunitaire, nous avons souhaité comparer les activités de 
CLC/CLF et du CNTF sur des transfectants exprimant les différentes chaînes α 




et sur différentes populations cellulaires du système immunitaire afin de caractériser 
le récepteur de ces deux cytokines dans ce système. Puisqu’il a été démontré que le 
CNTF humain pouvait signaler de manière atypique en activant un récepteur 
trimérique composé de la chaîne IL-6Rα au lieu du CNTFRα (Schuster, Kovaleva et 
al. 2003), notre candidat le plus évident lors du criblage d’un second récepteur pour 
CLC/CLF et CNTF murins était le trimère gp130/LIFRβ/IL-6Rα. Nous avons montré 
que le CNTF murin, comme son homologue humain, était capable d’activer des 
cellules Ba/F3 transfectées avec chacune des trois chaînes de ce récepteur mais que 
cette propriété n’était pas partagée par CLC/CLF (Article 5). De plus, nous avons 
démontré que le CNTF est actif au niveau du système immunitaire puisqu’il est 
capable d’induire la différenciation des lymphocytes T CD4+ vers la voie Th1 (Article 
5). 
 
La divergence dans la spécificité pour les récepteurs entre les deux cytokines 
CNTF et CLC/CLF laisse présager des activités différentes de ces cytokines au 
niveau du système immunitaire. De plus, le récepteur impliqué dans les effets du 
CLC/CLF au niveau de ce système reste à identifier. Nous avons réalisé des 
expériences complémentaires démontrant l’activité de la cytokine CLC/CLF au 
niveau des cellules T (données non publiées, Annexe 2 figure 25). La cytokine 
CLC/CLF est entre autre capable d’inhiber la différenciation des lymphocytes T CD4 
en cellules Th17, et permet tout comme le CNTF d’augmenter la production d’IFNγ. 
Nous avons déjà éliminé quelques combinaisons de différentes chaînes réceptrices 
possibles. De ce fait, nous criblons de nouveaux candidats potentiels, composés de 
chaînes α et β provenant de la famille « élargie » de l’IL-6. La caractérisation d’un 
second récepteur pour CLC/CLF permettra d’expliquer ses effets au niveau du 





La similarité des récepteurs du CNTF chez l’Homme et la souris est une 
donnée importante pour l’utilisation de modèles murins à des fins précliniques pour 
les recherches d’applications thérapeutiques sur cette cytokine. Le CNTF a été décrit 
comme cytokine permettant la survie et la différenciation des cellules rétiniennes 
(Fuhrmann, Kirsch et al. 1995). Puisque cette cytokine retarde la perte de 
photorécepteurs durant la dégénération rétinienne (Faktorovich, Steinberg et al. 
1990), elle est testée en étude clinique dans le traitement de la rétinite pigmentaire 
(Sieving, Caruso et al. 2006). De plus, le CNTF est actuellement testé pour le 
traitement de patients atteints de dégénérescence maculaire. Lors de ces études, le 
CNTF est encapsulé dans des implants intra-occulaires afin de permettre une 
administration locale (Tao 2006; Zhang, Hopkins et al. 2011). 
 
 
L’IL-6 permet l’activation de la voie STAT5 dans les lymphocytes T 
 
L’IL-6 constitue le prototype des cytokines dont nous avons parlé au long de 
cette étude. Les signaux engendrés par sa liaison à son récepteur ont été étudiés en 
détail. Il est clairement établit que l’IL-6 permet notamment l’activation de la voie 
Jak/STAT, avec l’activation prépondérante de STAT3 vis-à-vis de STAT1 (Zhong, 
Wen et al. 1994). Dans les pathologies auto-immunes l’IL-6 joue un rôle crucial en 
orientant la différenciation des lymphocytes T CD4 vers les voies Tfh et Th17 
(Linterman and Vinuesa 2010; Camporeale and Poli 2012). Cet effet de l’IL-6 est 
attribué à l’activation de STAT3. De manière inattendue, nous avons observé que 
l’IL-6 était capable d’activer la voie Jak/STAT5 dans les lymphocytes T CD4 (Article 
4) et que cette activation est fonctionnelle puisque l’ARNm de la protéine cible de 




Suite à l’obtention de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse qu’un second 
récepteur pour l’IL-6, capable de recruter STAT5, était exprimé par les lymphocytes 
T CD4
+
. Nous avons de plus envisagé que ce second récepteur se composait des 
chaînes IL-6Rα et gp130, associées à la chaîne WSX-1. Nous avons émis cette 
hypothèse après avoir observé que la phosphorylation de STAT3 en réponse à l’IL-6 
était plus faible dans les cellules CD4+ isolées de souris WSX-1
-/-
 que dans les 
cellules CD4 sauvages (résultats non publiés). De plus la chaîne réceptrice WSX-1 
permet le recrutement et la phosphorylation de STAT5 (Lucas, Ghilardi et al. 2003). 
Nous avons réalisé plusieurs expériences afin d’étoffer notre hypothèse, dont des 
expériences de co-immunoprécipitations pour analyser si la chaîne WSX-1 était 
phosphorylée en réponse à l’IL-6 dans les lymphocytes CD4+ de souris sauvages. De 
manière intéressante, nous avons révélé la présence de WSX-1 par immunobuvardage 
de type western après immunoprécipitations des protéines phosphorylées de 
lymphocytes T stimulés par l’IL-6. Cependant, une comparaison plus détaillée entre 
les cellules T CD4 sauvages et WSX-1
-/-
 a montré que :  
1) la phosphorylation de STAT5 en réponse à l’IL-6 n’est pas aboli en 
absence de WSX-1,  
2) la réduction dans la phosphorylation des STAT est observable pour 
plusieurs cytokines, parmi lesquelles certaines n’appartiennent pas à la famille de 
l’IL-6.  
Il reste tout de même envisageable que la chaîne WSX-1 soit recrutée par l’IL-6. Ce 
potentiel second récepteur de l’IL-6 reste à étudier en comparant les fonctions 
biologiques dues à l’activation de STAT5 dans des souris sauvages et WSX-1-/-. De 
plus, si la chaîne WSX-1 peut être recrutée par l’IL-6, l’étude des tyrosines 
phosphorylées sur cette dernière est à réaliser. 
Nous n’avons à ce jour pas démontré que l’activation de la voie STAT5 




l’activation de STAT5 par l’IL-6 nécessitait une concentration de cytokine plus 
importante que celle nécessaire pour activer les voies STAT1 et STAT3. De manière 
intéressante, cette activation est beaucoup moins soutenue dans le temps que celle des 
autres voies Jak/STAT. Suite à ces observations, nous pouvons émettre l’hypothèse 
suivante : lorsqu’une concentration d’IL-6 similaire à celle retrouvée en conditions 
inflammatoires est présente, celle-ci active la voie STAT5, qui va permettre de 
générer un rétrocontrôle négatif afin d’éviter un emballement de l’inflammation. 
Un des rôles prépondérants de l’IL-6 est de permettre, en conjonction avec du 
TGFβ, la différenciation des lymphocytes CD4+ en cellules de type Th17 
(Camporeale and Poli 2012). Ces cellules, de par leur sécrétion d’IL-17 entre autres, 
sont impliquées dans plusieurs pathologies auto-inflammatoires et auto-immunes 
(Becher and Segal 2011). Or, il a été démontré que la stimulation de lymphocytes T 
CD4 issus de souris délétées pour le gène STAT5 par l’IL-6 et le TGFβ induit une 
augmentation de cellules sécrétant de l’IL-17 (Laurence, Tato et al. 2007). De plus, la 
protéine STAT5 a été décrite comme capable de lier directement le TGFβ (Hosui, 
Kimura et al. 2009). Contrairement à  l’IL-7 qui permet le maintien et l’expansion des 
cellules Th17 de manière dépendante de STAT5 (Hosui, Kimura et al. 2009), nous 
proposons que l’IL-6 lorsqu’il est présent à de plus fortes concentrations, permet de 
limiter la génération de cellules Th17. Ceci peut avoir lieu dans le but d’éviter une 
trop forte différenciation des lymphocytes T en cellules sécrétant de l’IL-17. 
 
Afin de déterminer les fonctions liées à l’activation de la voie Jak/STAT5 par 
l’IL-6, plusieurs études seraient possibles. Nous pourrions analyser les différents 
effets biologiques induits par l’IL-6 in vitro en bloquant la voie STAT5 par 
l’intermédiaire de souris déficientes pour STAT5a et/ou STAT5b, ainsi que par 
l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, tels que des composés non peptidiques ciblant 




éteignant l’expression génique de STAT5 à l’aide ARN interférant (Scheeren, 
Naspetti et al. 2005; Mirmohammadsadegh, Hassan et al. 2006). Afin de mieux 
caractériser le rôle de l’IL-6 dans la différenciation des lymphocytes T CD4 en 
cellules Th17, une analyse détaillée de ce mécanisme est nécessaire. En effet, les 
analyses réalisées in vitro emploient toujours les mêmes concentrations d’IL-6 et de 
TGFβ. Sachant que l’activation de STAT5 par l’IL-6 est dose-dépendante, des 
expériences de doses-réponses d’IL-6 dans des essais de différenciation Th17 seraient 
utiles. 
De plus, il existe une balance entre les cellules pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires, à savoir les lymphocytes Th17 et les lymphocytes Treg. Comme la 
protéine STAT5 joue un rôle dans la différenciation des lymphocytes Treg, l’effet de 
différentes concentrations d’IL-6 reste à analyser afin de savoir s’il existe un 
mécanisme de rétrocontrôle dose-dépendant. 
Finalement, la protéine STAT5 est aussi impliquée dans l’apoptose. En effet, 
il a été démontré que son activation constitutive est responsable de la croissance et la 
survie de certaines cellules cancéreuses ainsi que de la résistance aux agents chimio-
thérapeutiques (Burke, Jin et al. 2001; Garcia, Bowman et al. 2001; Real, Sierra et al. 
2002; Gritsko, Williams et al. 2006). Afin de relier cette observation à la pathologie 
du myélome multiple, nous pouvons envisager que l’activation de STAT5 par l’IL-6 
joue un rôle dans cette dernière. Tous les effets anti-apoptotiques ainsi que la 
résistance aux agents chimio-thérapeutiques observés dans le myélome multiple sont 
en grande partie attribués à l’activation de STAT3 par l’IL-6. Sachant que l’IL-6 est 
capable d’activer une autre voie de signalisation, son implication dans cette maladie 
reste à déterminer. Cependant, la lignée cellulaire de plasmocytomes murins B9 
n’exprime pas de protéine STAT5. Nous avons donc généré des transfectants la 
surexprimant afin d’approfondir ce mécanisme. 
 
  
6ème partie : Conclusion 
 
Ces différentes études nous ont permis de mieux caractériser la sous-unité p28 de 
l’IL-27, ainsi que trois cytokines de la famille de l’IL-6 : l’IL-6, CLC/CLF et le CNTF. 
L’étude de ces cytokines a permis d’approfondir le rôle et la fonction du récepteur de l’IL-6 
et plus particulièrement de la chaîne IL-6Rα.  
Cependant, l’activation de la voie Jak/STAT5 par l’IL-6 dans les lymphocytes T 
CD4 reste à étudier dans la mesure où aucun effet de l’IL-6 n’est aujourd’hui attribué à 
l’activation de cette voie de signalisation. La compréhension totale des voies de 
signalisation induites par l’IL-6 ainsi que leurs effets restent incontournables pour 
l’utilisation du blocage de l’IL-6 et de son récepteur, qui sont aujourd’hui utilisés en 
thérapie. 
Par ailleurs, nous avons démontré que chez la souris, comme chez l’humain, le 
récepteur de l’IL-6 associé à la chaîne LIFRβ composait un second récepteur au CNTF, sur 
lequel CLC/CLF n’était pas actif. La similarité des récepteurs du CNTF chez l’Homme et 
la souris va permettre l’étude complète préalable des effets du CNTF dans des modèles 
murins afin de diminuer ces effets secondaires observés chez l’Homme. Cependant, un 
second récepteur pour CLC/CLF présent au niveau du système immunitaire reste à 
caractériser. 
 
De plus, les études concernant la sous-unité p28, impliquée dans la formation de 
l’IL-27 et de la cytokine p28/CLF, nous ont permis d’établir la fonction de p28/CLF sur la 
différenciation des lymphocytes B et par la même occasion de caractériser son récepteur. 
L’utilisation du récepteur de l’IL-6 par p28/CLF est une observation non négligeable dans 
la mesure où plusieurs pathologies sont traitées avec un anticorps dirigé contre ce récepteur, 




analyses approfondies de l’implication de p28/CLF dans les pathologies où l’IL-6 ou son 
récepteur sont ciblés seront donc à mener. 
De plus, lors de la caractérisation de la sous-unité p28, nous avons démontré que 
son motif polyE permettait à l’IL-27 de lier l’hydroxyapatite et l’os. Cette propriété de l’IL-
27 reste à mettre à profit dans l’utilisation de cette cytokine lors de certains traitements, tels 
que celui du myélome multiple. 
Enfin, nos travaux ont permis de mettre au point deux nouvelles techniques de 
laboratoire, à savoir l’utilisation d’un motif de plusieurs acides glutamiques consécutifs 
comme étiquette de purification protéique ; ainsi qu’une nouvelle méthode permettant la 
biotinylation de protéines in vivo par la méthode de transfection hydrodynamique. Cette 
dernière sera utile dans différents champs de recherche et permettra de suivre différentes 
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